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Pajuilla (Salix) on pitkä ja monipuolinen jalostushistoria pohjoisessa, ja ominaisuuksiensa 
vuoksi ne soveltuvat hyvin jätevesien bioremediaatioon eli ylimääräisten ravinteiden ja 
epäpuhtauksien poistoon. Haasteena on kuitenkin löytää tehokkaita pohjoiseen ilmanalaan 
soveltuvia biopuhdistavia lajikkeita. Tässä työssä selvitettiin Kuusamon Torangissa toimivan 
yhdyskuntajäteveden puhdistuskosteikkoon istutettujen pajulajikkeiden juurten bakteeri- ja 
sieniyhteisöjen koostumusta. Kosteikolla ja kontrollialueella kaksi kasvukautta kasvaneista 
pajuista punnittiin laboratoriossa maanpäällinen kuivabiomassa ja selvitettiin juuriston 
mikrobiyhteisö uuden sukupolven sekvensointimenetelmiä hyödyntäen. Pajujen juurten 
mikrobiyhteisöjen eroja vertailtiin neljän pajulajikkeen (Gudrun, Karin, Klara ja Torangin 
maatiainen), pajukosteikon ja kontrollialueen, sekä hyvin (korkea biomassa) ja huonosti 
(alhainen biomassa) kasvaneiden pajunäytteiden välillä. 
 Tulosten perusteella pajujen mikrobiyhteisöt koostuivat pääosin juurissa yleisesti 
tavattavista ryhmistä, bakteereista suurimpina proteobakteerit, acidobakteerit, aktinobakteerit, 
Bacteroidetes ja Chloroflexi, sekä sienistä kotelo- ja kantasienet. Pajujen mikrobiyhteisöt 
erosivat diversiteettianalyysien perusteella eniten eri pajulajikkeiden bakteeriyhteisöjen 
suhteen ja erityisesti Gudrun-lajikkeella oli korkea lajirikkaus ja monimuotoisuus. Koealueella 
havaittiin runsaampana useita taksonomisia bakteeriryhmiä, kuten Chloroflexi, 
Burkholderiaceae ja Sphingomonadales, joilla on aiemmissa maaperä- ja juuristotutkimuksissa 
todettu yhteyttä epäpuhtauksien ja ravinteiden poistoon. Kontrollialueella esiin nousivat 
esimerkiksi orgaanista ainesta hyödyntävät lahottajasienet, joita havaittiin runsaimmin Karin 
ja Klara-pajulajikkeilla. Kaikkiaan merkitsevästi eroavia taksoneita havaittiin selvästi 
enemmän bakteeriyhteisöistä kuin sieniyhteisöistä, joista nousi esiin vain muutama 
taksonominen ryhmä. 
 Pajujen juurimikrobistoa ja sen merkitystä puhdistuksen onnistumiselle ei ole juuri tutkittu 
biopuhdistusolosuhteissa maastossa. Työ vahvisti pajuilla olevan paljon puhdistuskosteikoilla 
hyödyllisiä taksonomisia mikrobiryhmiä. Lajikkeista Gudrunia voidaan pitää tutkimuksen 
perusteella mikrobistoltaan parhaiten tämänkaltaiseen puhdistusympäristöön sopeutuvana 
pajulajikkeena, mutta myös Karin ja Klara -lajikkeet vaikuttavat hyviltä.
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1 JOHDANTO 
Ihmisen aiheuttama vesien saastuminen on jo maailmanlaajuinen ongelma (Schwarzenbach 
ym. 2006). Yli kolmasosa maapallolla saatavilla olevasta uusiutuvasta makeasta vedestä on 
maatalouden, teollisuuden tai kotitalouksien käytössä aiheuttaen myös luonnonvesien 
likaantumista lukuisilla synteettisillä tai luonnosta peräisin olevilla yhdisteillä (Schwarzenbach 
ym. 2010). Merkittäviä saastelähteitä ovat myös kaivostoiminta, jätemaiden käyttö 
täyttömaina, sekä rakennettujen ympäristöjen, kuten kaupunkien sade- ja sulamisvedet eli 
hulevedet, jotka kuljettavat pintojen epäpuhtauksia vesistöihin (Schwarzenbach ym. 2010; 
Kokko 2017). Valumien mukana tulevat ravinteet, kuten typpi (N) ja fosfori (P) lisäävät 
vesistöjen rehevöitymistä ja monet kemialliset yhdisteet (esim. polyklooratut bifenyylit) tai 
raskasmetallit (esim. kadmium, elohopea ja lyijy) voivat kulkeutua ravintoketjussa eteenpäin 
aiheuttaen haittaa sekä ihmisille että muille eliöille (Schwarzenbach ym. 2010; Dorne ja Fink-
Gremmels 2013). 
 Vesien puhdistukseen ja jäteveden kierrätykseen on kehitelty monipuolisesti erilaisia 
fysikaalisia ja kemiallisia teknologioita (Gupta ym. 2012). Epäpuhtauksien täydellinen 
poistaminen jätevedestä on kuitenkin kallista ja haastavaa ja luontoon päästettävä käsitelty 
jätevesi sisältää edelleen matalina pitoisuuksina haitallisia yhdisteitä (Vieno 2014). 
Vedenpuhdistuksen puhdistustehon parantamisessa, sekä saastumisen ehkäisyssä ja saastuneen 
luonnon puhdistamisessa voidaan hyödyntää kasveja ja mikrobeja, jotka kykenevät 
hajottamaan orgaanisia ympäristömyrkkyjä kuten polykloorattuja bifenyylejä (PCB) ja 
poistamaan epäorgaanisia aineita, kuten typpeä ja fosforia tai raskasmetalleja (Cr, Ni, Cu, Zn, 
Cd, Pb, Hg, U) kiinteästä ja nestemäisestä kasvualustasta, sekä ilmasta (Postila ym. 2018; Salt 
ym. 1998; Schwarzenbach ym. 2010; Passatore ym. 2014). Kasveja hyödyntävää tekniikkaa 
kutsutaan fytoremediaatioksi ja se voidaan luokitella eri alalajeihin puhdistustarpeesta ja -
kohteesta riippuen. Esimerkiksi fytoekstraktiossa kasveista otetaan sadonkorjuussa talteen 
epäpuhtauksia sisältäviä kasvinosia, joihin kasvit ovat kuljettaneet metalleja tai orgaanisia 
aineita maaperästä. Fytodegradaatiossa kasvi hajottaa orgaanisia yhdisteitä symbionttisten tai 
juurten läheisyydessä elävien mikro-organismien avulla. Ritsofiltraatiossa kasvien juuret 
absorboivat vedestä ja vesipitoisista jätevirroista saasteita, pääasiassa metalleja. Kasveja 
voidaan käyttää myös saasteiden haihduttamiseen, ympäristössä haitallisuuden alentamiseen ja 
ilmasta poistamiseen (Salt ym. 1998).  
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 Jätevesien käsittelyyn hyväksi todettuja fytoremediaation muotoja ovat tehokkuuden, 
edullisuuden ja helppouden kannalta erilaiset vedenpuhdistuskosteikot. (Kivaisi 2001; Salt ym. 
1998). Kosteikkojen toiminta perustuu pääosin fytoekstraktioon ja ritsofiltraatioon, mutta 
myös fytodegradaatioon. Puhdistuskosteikoilla maailmanlaajuisesti hyödynnetyimpiä lajeja 
ovat järviruoko eli ryti (Phragmites australis), sekä monet kaislalajit (Scirpus) ja osmankäämit 
(Typha) (Vymazal 2011b). Muun muassa Suomessa on tarkasteltu myös pajukasveja 
(Salicaceae), joilla on jalostus- ja viljelytaustaa myös energiakasveina (Niemi 2014).  
 Biopuhdistukseenkin vaikuttavilla mikrobeilla tarkoitetaan yleensä arkeonien (ent. arkit) ja 
bakteerien domeeneja, sekä aitotumaisten domeenin mikroskooppisia organismeja kuten 
alkueliöitä, yksisoluisia leviä ja osaa sienistä (Martiny ym. 2006). Mikrobit ovat läsnä 
kaikkialla ja ne ovat olennaisia ekosysteemien eli eliöyhteisöjen toiminnalle (DeLong ja Pace 
2001). Mikrobeja tutkitaan paljon esimerkiksi vesistöissä, maaperässä, kasveilla ja eri eliöillä 
(DeLong ja Pace 2001; Wu ym. 2019). Maaperässä kasveilla juuria ympäröivä vyöhyke, 
ritsosfääri, on aktiivista aluetta, jossa tapahtuvat kasvien, mikro-organismien, maaperän ja 
saasteiden väliset fysikaaliskemialliset ja biologiset prosessit (Stottmeister ym. 2003). 
 Kasvien kanssa juuriston alueella toimivia bakteeri- ja sienisymbiontteja on paljon (Yang 
ym. 2013). Juurisienet eli mykorritsat vaikuttavat kasvien menestymiseen erityisesti 
ravinteiden ja veden ottoa edistämällä, sekä suojaamalla juuristoa patogeenisilta eli tauteja 
aiheuttavilta mikrobeilta ja myös raskasmetalleilta (Van der Heijden 2001). Bakteerit voivat 
edistää kasvin kasvua muun muassa syntetisoimalla kasvihormoneja, helpottamalla 
ravinteiden, mm. typen ja fosforin ottoa maaperästä tai vähentämällä ja estämällä kasvitauteja 
esimerkiksi tuottamalla patogeenisten sienten seiniä hajottavia entsyymejä (Hayat ym. 2010).
5 
 
1.1 Vesien epäpuhtaudet 
Epäpuhtaudet vesissä voidaan luokitella epäorgaanisiin, orgaanisiin ja biologisiin. Yleisimpiä 
epäorgaanisia saasteita ovat myrkylliset ja karsinogeeniset raskasmetallit, kuten kromi (Cr), 
nikkeli (Ni), kupari (Cu), sinkki (Zn), kadmium (Cd), lyijy (Pb), elohopea (Hg) ja uraani (U) 
(Gupta ym. 2012; Schwarzenbach ym. 2010). Näiden lisäksi vakavia haittoja aiheuttavia 
epäorgaanisia yhdisteitä ovat suurina pitoisuuksina muun muassa sulfaatit, fluoridit, kloridit ja 
oksalaatit, sekä typpeä sisältävät nitraatit ja fosforia sisältävät fosfaatit (Gupta ym. 2012). 
Myrkylliset orgaaniset epäpuhtaudet ovat peräisin esimerkiksi torjunta-aineista, jotka sisältävät 
hyönteismyrkkyjä tai rikkakasvien ja sienitautien torjunta-aineita, kuten polynukleaarisia 
hiilivetyjä (PAH), fenoleita, polykloorattuja bifenyylejä ja monia muita haitallisia aineita. 
Biologisia epäpuhtauksia taas ovat esimerkiksi tauteja aiheuttavat selkärangattomat, mm. 
madot ja planktoneläimet, sekä haitalliset mikrobit kuten bakteerit, sienet, levät, amebat ja 
virukset (Gupta ym. 2012). Vedessä epäpuhtaudet ovat joko liuenneina (solvatoituneina 
liuotteen ionien sähköstaattisesti ympäröimänä), kolloidisina (nesteeseen hienojakoisesti 
jakautuneena) tai suspendoituneina (kiinteän aineen ja nesteen hitaasti saostuvana seoksena) 
(Gupta ym. 2012; Hienonen 2007). 
 
1.2 Jäteveden käsittely 
Koska maapallon vesivarannot ovat rajoitetut, erilaiset vedenpuhdistus- ja kierrätysmenetelmät 
ovat ainoa vaihtoehto puhtaan veden saamiseksi tulevina vuosikymmeninä. Tämä tuo paineen 
kehittää uusia edullisia ja nopeita jätevedenkäsittely- ja uudelleenkäyttötekniikoita (Gupta ym. 
2012). Vesien puhdistukseen valittu käsittelyteknologia riippuu jäteveden tyypistä ja 
puhdistusvaatimuksista. Puhdistusprosessit voidaan jakaa primaarisiin, sekundaarisiin ja 
tertiäärisiin teknologioihin. Esikäsittelyn (seulonnan) jälkeen primaarinen käsittely sisältää 
pääosin fysikaaliskemiallista puhdistusta, jonka tarkoituksena on poistaa vedestä mm. isoimpia 
kiinteitä partikkeleita. Sekundaarinen käsittely on biologinen hyödyntäen mikrobeja 
aerobisesti ja anaerobisesti. Tertiäärisiä prosesseja käytetään tarvittaessa primaaristen ja 
sekundaaristen prosessien jälkeen veden saamiseksi esimerkiksi juomakelpoiseksi tai 
teollisuuden ja lääketieteen tarpeisiin sopivaksi (Gupta ym. 2012).  
 Osa jätevedenpuhdistusteknologiaa ovat myös rakennetut vedenpuhdistuskosteikot, joiden 
avulla vedestä voidaan poistaa erityisesti ylimääräisiä ravinteita tai raskasmetalleja, sekä 
hajottaa orgaanisia yhdisteitä, kuten polykloorattuja bifenyylejä tai fenoleita (Vymazal 2014; 
Passatore ym. 2014; Sánchez-González ym. 2019). Rakennetut vedenpuhdistuskosteikot 
6 
 
voidaan luokitella neljään eri tyyppiin hydrologian eli veden virtaaman perusteella. Nämä eri 
rakennetyypit ovat pintavirtauksen kosteikot, pinnanalaisen vaakasuoran virtauksen kosteikot, 
pinnanalaisen pystysuoran virtauksen kosteikot ja hybridikosteikot. Kuitenkaan kosteikot eivät 
useinkaan sovellu puhdistukseen yksistään, vaan jäteveden laadusta riippuen ennen kosteikkoa 
tarvitaan esikäsittely eri puhdistustekniikoilla. Erityisesti esimerkiksi teollisuuden jätevedet 
sisältävät erittäin korkeina pitoisuuksina orgaanisia aineita, suspendoituneita aineita, 
ammoniakkia ja muita epäpuhtauksia (Vymazal 2014). Nykypäivänä monenlaisten eri 
jätevesityyppien käsittelyyn  soveltuvia rakennettuja kosteikkoja pidetään luotettavana 
jätevedenkäsittelyteknologiana ja niitä hyödynnetään maailmanlaajuisesti (Vymazal 2011a; 
2010). 
 
1.3 Juuristomikrobit 
Kasvit ovat vuorovaikutuksessa bakteerien, arkeonien, alkueliöiden ja sienten kanssa (Martiny 
ym. 2006; Yang ym. 2013). Mikrobit kolonisoivat kaikkien kasvinosien pinta- ja sisäosien 
solukoita muodostaen yhteisöjä (Hardoim ym. 2015; V. Kumar ym. 2016). Mikrobit ja niiden 
muodostamat yhteisöt voivat vaikuttaa kasvin fysiologiaan positiivisesti tai negatiivisesti 
erilaisilla mutualistisilla eli molempia osapuolia hyödyttävillä (++) vuorovaikutuksilla, 
kommensalistisilla eli vain toista osapuolta hyödyttävällä (+0) vuorovaikutuksella, 
amensalistisella eli hyödyttömällä, mutta toista osapuolta haittaavalla vuorovaikutuksella (0-), 
tai patogeenisillä eli toista osapuolta hyödyttävällä ja toista haittaavalla vuorovaikutuksella (+-
) (Kumar ym. 2016). Kasvi-mikrobi -vuorovaikutus voi olla lyhytaikainen tai pitkäaikainen ja 
varsin kiinteä, jolloin vuorovaikutusta voidaan sanoa symbioosiksi. Mikrobi määritellään 
kasvisymbiontiksi, kun se ei aiheuta havaittavia oireita ja se vaikuttaa myönteisesti kasvin 
kasvuun, abioottisen ja bioottisen stressin sietoon, sekä aineenvaihduntatuotteiden kertymiseen 
(Yang ym. 2013). Kasvi-mikrobi -vuorovaikutus voi olla myös hyvin löyhä, esimerkiksi 
ritsosfäärin mikrobien osalta voidaan puhua assosiatiivisista mikrobeista. 
 Kasvien ja mikrobien muodostama mutualistinen symbionttinen suhde tarkoittaa eliöiden 
välistä yhteiselämää, josta on molemmille osapuolille hyötyä resurssien kuten ravinteiden ja 
yhteytystuotteiden vaihdon kautta (Timonen ja Valkonen 2013). Kasveilla on sekä sieni- että 
bakteerisymbiontteja, minkä lisäksi kasvit muodostavat symbiooseja myös arkkien kanssa 
(Yang ym. 2013; Hardoim ym. 2015). Mykorritsasienet eli sienijuuret ovat yleisin mikrobien 
ja kasvien välinen symbioosi. Morfologian ja fysiologian perusteella mykorritsojen kaksi 
pääryhmää ovat ekto- ja endomykorritsat (Marschner 2011). Ektomykorritsat (ECM) eli 
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pintasienijuuret muodostavat rihmastorakenteita kasvien soluväleihin ja juurien pinnalle 
muodostaen useiden solukerrosten paksuisen vaipan juuren ympärille. Endomykorritsoilla eli 
sisäsienijuurilla sienirihmasto läpäisee juuren soluseinän ja sieni muodostaa rakenteita kasvin 
soluseinän ja solukalvon väliin (Timonen ja Valkonen 2013). Sisäsienijuurista yleisin ja 
parhaiten tunnettu on arbuskelimykorritsa (AM) eli keräsienijuuri. Nimi viittaa kerämäisiin 
rakenteisiin, joita sienijuuri kasvattaa kasvisolun seinien sisäpuolelle. (Marschner 2011; 
Timonen ja Valkonen 2013).  
 Kasvin kasvua edistäviä juuristobakteereita on löydetty ja tunnistettu niin ritsosfääristä, kuin 
juuren sisältä endosfääristä. Yksi parhaiten tunnetuista kasvien endofyyttisistä 
bakteerisymbionttiryhmistä on hernekasveilla juurinystyröitä muodostava ja typpeä kasville 
käyttökelpoiseen muotoon muuttava Rhizobia, joka käsittää useita lajeja muun muassa suvuista 
Azorhizobium, Bradyrhizobium, Ensifer, Mesorhizobium, Rhizobium ja Sinorhizobium (Hayat 
ym. 2010; Hardoim ym. 2015). Kasveilla yleisesti tavattavista endofyyttisistä bakteereista 
valtaosa lukeutuu pääjaksoihin proteobakteerit (Proteobacteria), aktinobakteerit 
(Actinobacteria), firmikuutit (Firmicutes) ja Bacteroidetes (Reinhold-Hurek ja Hurek 2011). 
 
1.3.1 Mikrobien merkitys 
Mikrobeilla on merkittävä vaikutus kasvien kasvuun, aineenvaihduntatuotteiden kertymiseen 
ja resistanssiin abioottista stressiä ja patogeenejä vastaan (Yang ym. 2013). Mikrobeista 
juurisienet eli mykorritsat vaikuttavat kasvien menestymiseen erityisesti edistämällä 
ravinteiden ja veden ottoa laajentamalla sienirihmoillaan kasvin ravinteita ottavaa pinta-alaa, 
mutta myös suojaamalla juuristoa patogeenisilta mikrobeilta tai esimerkiksi raskasmetalleilta 
(Timonen ja Valkonen 2013; Van der Heijden 2001). Juurisienet kasvattavat rihmastoa maahan 
kasvin juurien ulkopuolelle ravinteiden ottoa varten. Keräsienet lisäävät kasveilla erityisesti 
fosforin, mutta myös sinkin ja kuparin, sekä typen ottoa maaperästä. Pintasienijuuret 
muodostavat kasvin juuren ympärille usean solukerroksen paksuisen vaipan ja kasvattavat 
rihmastoa juuren ympärillä olevaan maahan (Timonen ja Valkonen 2013). Pintasienijuurten 
merkittävin vaikutus metsäpuille on ravinteiden oton parantaminen erityisesti vähäisen 
liikkuvuuden alkuaineiden, kuten fosforin ja hivenaineiden (Fe, Zn, Mn, Cu, Ni, B, Mo ja Cl), 
sekä typen suhteen (Courty ym. 2010; Welch 1995). Kangasmetsissä havupuiden lyhytjuuret 
ovat käytännöllisesti katsoen kaikki pintasienijuuria, ja puiden ravinteiden otto tapahtuu siten 
lähes kokonaan sienten välityksellä (Timonen ja Valkonen 2013). Osalla mykorritsasienistä on 
itsessään endosymbionttisia bakteereita, esimerkiksi pintasienijuurten muodostama 
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ektomykorritsosfäärissä on laaja mikro-organismien yhteisö, jossa mikrobit vaikuttavat 
toistensa toimintaan (Rosenblueth ja Martínez-Romero 2006; Courty ym. 2010). 
Pintasienijuuret ja bakteerit vaikuttavat yhdessä myös maaperän rapautumis- ja 
liukoistumisprosesseihin (Courty ym. 2010). Mykorritsakolonisaation tiedetään myös voivan 
parantaa kasvin kokonaisvastustuskykyä siten, että jopa kolonisoimattomat juuret tulevat 
resistanteiksi patogeeneille (Marschner 2011). 
 Endofyyttisiä bakteerilajeja on paljon ja ne voivat edistää kasvin kasvua muun muassa 
helpottamalla ravinteiden kuten typen ja fosforin ottoa maaperästä, edistämällä kasvin omaa 
hormonintuotantoa kasvihormonien syntetisoinnilla tai vähentämällä ja estämällä kasvitauteja 
esimerkiksi syntetisoimalla patogeenisten mikrobien toimintaa estäviä yhdisteitä (Rosenblueth 
ja Martínez-Romero 2006; Hayat ym. 2010; Terävä 2008). Saastuneella maaperällä 
endofyyttiset bakteerit voivat lisätä orgaanisten saasteiden hajoamista ja vähentää saasteiden 
fytotoksisuutta ja haihduntaa, sekä parantaa kasvin kasvua ja sopeutumista. (Afzal ym. 2014). 
Bakteereilla on myös merkittävä vaikutus kasvien raskasmetallien sietämiseen ja ottoon 
maaperästä (Rajkumar ym. 2012). 
 
1.3.2 Mikrobiyhteisöjen muodostuminen ja yhteisörakenteeseen vaikuttavat tekijät 
Kasvin juuriston mikrobiyhteisö muodostuu siementen mukana kulkeutuvien, maaperässä 
olevien ja sinne kulkeutuvien, sekä muiden kasvien juurien mikrobikolonisaatioiden pohjalta 
(Marschner 2011; Hardoim ym. 2008). Mykorritsasienillä juurten kolonisaatio saa alkunsa joko 
maaperässä olevista lisääntymisyksiköistä, joita ovat itiöt ja kolonisoitujen juurten jäännökset, 
tai naapurijuurista, jotka voivat olla joko omia tai muiden samaa tai eri lajia olevien kasvien 
juuria (Marschner 2011). Sisäsienijuurista keräsienet ovat riippuvaisia isäntäkasvistaan, joita 
ilman niitä löydetään maaperästä vain suvuttomina itiöinä (Timonen ja Valkonen 2013). 
Keräsienijuurilla maassa jo ennestään oleva vahingoittumaton rihmastoverkko onkin paras 
sienijuuren lähde itiöiden hitaan itämisen vuoksi (Vestberg ja Timonen 2018).  
 Kasvi voi omalta osaltaan säädellä ritsosfäärin mikrobivuorovaikutuksia juuresta 
vapauttamillaan eritteillä, joiden koostumukseen vaikuttaa esimerkiksi kasvin ravinnetilanne 
(C.-H. Yang ja Crowley 2000). Muita merkittäviä juuriston mikrobiyhteisön koostumukseen 
vaikuttavia tekijöitä ovat muun muassa maaperätyyppi ja maaperän kunto (pH, kosteus- ja 
ravinnetasapaino, maaperämikrobisto), biogeografia (leveysaste, lämpötila, sadanta, valon 
määrä), muu kasvillisuus, mikrobi- ja kasvi-mikrobivuorovaikutukset, kasvin laji- ja 
genotyyppi, sekä kasvin ikä ja juuriin kuljetettujen sokereiden määrä (Gaiero ym. 2013; 
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Karliński ym. 2010; Fernández-Calviño ja Bååth 2010; Pennanen ym. 1999; Vestberg ja 
Timonen 2018; Saravesi ym. 2015). Myös esimerkiksi patogeeniset mikrobit voivat muuttaa 
kasvin infektoitujen juurien ritsosfäärin bakteeriyhteisöjen koostumusta (Yang ym. 2001). 
 Herbivorian eli laidunnuksen aiheuttamat laajat vauriot kasvin maanpäällisissä osissa 
vähentävät hiilen eli sokeriyhdisteiden tuottamista ja jakautumista maan alle vaikuttaen siten 
juuriston mikrobistoon (Saravesi ym. 2015). Ympäristöistä heinä- ja ruohokasvillisuuden 
läheisyydessä itävän taimen juurille löytyy lähinnä vain keräsieniä, kun taas metsäympäristössä 
on enemmän myös pintasienijuuria (Vestberg ja Timonen 2018). Monet kasvilajit ja -suvut 
kykenevät muodostamaan sekä pinta- että keräsienijuuria ja usein kasvilla voi olla 
nuoruusvaiheessa enemmän keräsienijuuria, jotka korvautuvat myöhemmin pintasienijuurilla 
(Vestberg ja Timonen 2018).  
 Maaperän ominaisuuksista erityisesti pääravinteiden kuten typen ja fosforin määrällä on 
suuri merkitys mikrobiyhteisöjen muodostumisessa. Esimerkiksi pintasienijuuret kykenevät 
mobilisoimaan orgaanisia ravinteita ja ovat  pääosin vastuussa kasvin typen hankinnasta, minkä 
seurauksena typen lisääminen maaperään voi aiheuttaa pintasienijuurilajien vähenemistä 
(Saravesi ym. 2015). Typen lisäys voi vaikuttaa myös bakteerilajien runsaussuhteisiin 
muuttaen niitä ja siten myös maaperän ominaisuuksia, kuten esimerkiksi maaperän pH:ta ja 
hengitystä (Zhang ym. 2013; R. Wang ym. 2019). Bakteerien maaperään aiheuttamat 
muutokset puolestaan vaikuttavat muihin mikrobeihin. Häirityissä ympäristöissä, joissa 
esimerkiksi maaperän ravinne- tai kosteustasapaino on muuttunut ulkoisen tekijän vuoksi, 
havaitaankin usein muutoksia maaperän ja kasvien juurten mikrobikolonisaatioissa. Sienillä 
yksi tällainen häirityissä ympäristöissä usein runsaampana tavattava ryhmä on esimerkiksi 
Pezizales-lahkon pintasienijuuria muodostavat kotelosienet (Gehring ym. 1998). 
 
1.3.3 Mikrobiyhteisöjen tutkimus molekyylimenetelmillä 
Mikrobien tunnistuksessa käytetään nykyään usein molekyylimenetelmiä, jotka perustuvat 
eliöiden DNA:han ja sen vaihtelevuuteen eri lajien ja lajiryhmien välillä (Mälkönen ja Derome 
2003). Sienillä lajien tunnistukseen, fylogeniaan ja systematiikkaan hyödynnetään rDNA-
alueella eli ribosomaalista RNA:ta (rRNA) koodaavalla geenialueella sijaitsevaa  ITS (Internal 
Transcribed Spacer) aluetta, joka toimii geneettisenä merkkinä sukulaisuussuhteiden ja lajien 
määrityksessä (Schoch ym. 2012; Begerow ym. 2010). Arkeoneilla ja bakteereilla vastaava 
laji- ja sukulaisuussuhteiden selvitykseen käytetty ribosomaalinen merkkialue on 16S rDNA-
alue (Woese ja Fox 1977). 
10 
 
 DNA-merkkialueen monistaminen tapahtuu polymeraasiketjureaktiolla (PCR) ja se vaatii 
toimiakseen lyhyen yksijuosteisen DNA-pätkän eli alukkeen, joka sitoutuu monistettavaan 
DNA-juosteeseen tarjoten aloituspaikan uuden juosteen rakentamista katalysoivalle 
polymeraasientsyymille. Polymeraasi voi rakentaa juostetta vain yhteen suuntaan, joten 
monistettavan DNA:n molemmille juosteille tarvitaan omat alukkeensa (Alberts 2008). Näitä 
alukkeita kutsutaan etu- ja taka-alukkeiksi (Diamantina Institute 2018). Alukkeiden ja DNA-
polymeraasin lisäksi DNA:n tai sen osien monistamisessa PCR:llä tarvitaan vapaita 
nukleotideja. Vapaat nukleotidit (dNTPs) toimivat uuden DNA-juosteen substraatteina ja 
koostuvat yhdestä emäsosasta (A, G, C, T), sokeriosasta ja trifosfaatista (TP). Nukleotidit 
lisätään PCR:ään dNTP mixinä, joka sisältää kaikkia tarvittavia nukleotideja (dATP, dGTP, 
dCTP, dTTP) sopivassa suhteessa (Alberts 2008). PCR-synteesireaktio on kolmivaiheinen ja 
sitä toistetaan useaan kertaan samalle DNA-jaksolle. Synteesikierroksen ensimmäisessä 
vaiheessa DNA denaturoidaan yksijuosteiseksi kuumentamalla, 2. vaiheessa alukkeet liitetään 
yksijuosteiseen DNA:han ja 3. vaiheessa uuden DNA-juosteen synteesi yksijuosteiseen 
DNA:han alkaa alukkeiden kohdalta. Jokaisen synteesikierroksen aikana DNA:n määrä 
kaksinkertaistuu kasvaen synteesikierroksia toistettaessa eksponentiaalisesti (Aspi ym. 2015). 
 Monistettujen DNA-juosteiden emäsjärjestyksen eli sekvenssin selvittämisessä uuden 
sukupolven sekvensointitekniikat (NGS: next-generation sequencing) ovat aika- ja 
kustannustehokkaita verrattuna perinteiseen ja tarkkaan Sanger-sekvensointiin (Quail ym. 
2012; Besser ym. 2018). Tässä työssä sekvensointi tehtiin Ion Torrent PGM (Thermo Fisher 
Scientific) sekvensointilaitteella. Sekvensoinnissa PCR-tuotteiden erotteluun näytteittäin 
voidaan hyödyntää DNA-viivakoodausta. Eri näytteille liitetään PCR:ssä käytettyyn 
alukkeeseen oma lyhyt DNA-tunnisteviivakoodi (barcode) eli DNA-juoste, joka eroaa muiden 
näytteiden viivakoodista. Myöhemmin sekvenssoidut näytteet voidaan tunnistaa ja yhdistää 
sekvensseistä löydettävien viivakoodien avulla oikeisiin näytteisiin (Hebert ym. 2003). Lisäksi 
Ion Torrent sekvenssoinnissa alukkeissa on Ion Torrent -sekvensointilaitteelle ominaiset 
adapterit, jotka kiinnittyvät sekvenssoinnissa käytettäviin ”helmiin” (Ion Sphere Particles), 
joiden pinnalla on adaptereille vastinparit. Nämä ”helmet” sijoittuvat jokainen omaan 
kaivoonsa Ion Torrent sirulla, jossa tapahtuvat emästen tunnistukseen vaadittavat reaktiot ja 
josta ne luetaan digitaaliseen muotoon (Quail ym. 2012). 
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1.4 Pajut ja niiden käyttö biopuhdistuksessa 
Pajut (Salix L.) kuuluvat pajukasvien heimoon (Salicaceae). Ne ovat kaksikotisia puita, 
pensaita tai varpuja. Monet pajulajit voivat risteytyä keskenään ja risteymien kantalajien 
ominaisuuksien ilmeneminen risteymissä vaihtelee (Koistinen ym. 1998). Pajulajeja ja niiden 
risteymiä voidaan hyödyntää monimuotoisesti niin vesien ja maaperän puhdistukseen, kuin 
kasvibiomassan kasvatukseen energiantuotantoa varten. Pajunviljelyn historia ulottuu 
Suomessa jopa 250 vuoden taakse. Alkujaan pajua viljeltiin lähinnä koriteollisuutta varten, 
mutta sen suuret käyttökohteet ovat vuosikymmenien kuluessa vaihtuneet ensin sellukuidun ja 
myöhemmin energian tuotantoon. 1970-luvulla syntyikin oma käsitteensä energiapaju. 
Merkittävimmät Suomessa käytetyt risteytyksen tuloksena syntyneet lajikkeet ovat peräisin 
Ruotsista, jossa jalostus on kaupallistunut 1990-luvulla. Suomessa pajulajikkeiden 
kehittäminen on tähän mennessä perustunut lähinnä luonnosta kerättyjen pajujen testaukseen 
ja valintaan (Pohjonen 2015). 
 Pajut (Salix spp.) ovat fytoremediaation kannalta kiinnostava ryhmä, sillä ne kasvavat 
nopeasti, sietävät suuria määriä vettä maaperässä, ja ovat monipuolinen ryhmä sisältäen yli 400 
lajia, 200 hybridiä ja tuhansia lajikkeita. Lisäksi on osoitettu, että pajuilla on enemmän saasteita 
hajottavia bakteereita ritsosfäärissään verrattuna moniin muihin kasvilajeihin (Yergeau ym. 
2018). Paju esimerkiksi puhdistaa vettä ja maaperää raskasmetalleista, kuten sinkki ja kadmium 
(Kuffner ym. 2008). Pajuviljelmien kasteleminen jätevedenpuhdistamoiden jo käsitellyillä 
prosessivesillä tuo veden sisältämät ravinteet hyötykäyttöön sen sijaan, että ne päätyisivät 
vesistöihin. Ravinteet edistävät tällöin energiapajujen kasvua ja pajujen keräämät 
raskasmetallit voidaan myöhemmin rikastaa tuhkaan biomassan poltolla (Niemi 2014). 
Esimerkiksi Ruotsissa pajuviljelmiä on jo käytetty onnistuneesti esikäsiteltyjen 
ravinnerikkaiden jätetuotteiden, kuten yhdyskuntajätevesien ja kaatopaikkojen suotovesien 
puhdistukseen saasteista ja ylimääräisistä ravinteista (Dimitriou ja Aronsson 2005). 
Maaperässä pajut muodostavat symbioosin sekä pintajuurisienten (ektomykorritsasienten) että 
keräsienten (arbuskelisienten) kanssa (Courty ym. 2010). 
 
1.5 Tutkimuksen tavoitteet ja hypoteesit 
Tämän Pro gradu -työn mittaukset on tehty osana Oulun yliopiston koordinoimaa 
kolmivuotista HuJa-hanketta (1.10.2015-30.9.2018). HuJa-hanke on pääosin Euroopan 
aluekehitysrahaston (EAKR) Pohjois-Pohjanmaan elinkeino-, liikenne- ja ympäristökeskuksen 
kautta rahoittamaa selvitystyötä, jonka tarkoituksena on löytää keinoja pohjoisilla alueilla 
12 
 
sijaitsevien taajamien ”Metallipitoisten hulevesien ja käsiteltyjen jätevesien puhdistuksen 
tehokkuuden parantamiseen luonnonmateriaaleilla”. Hanke jakautui kolmeen osatavoitteeseen, 
joista yhden tarkoituksena oli selvittää Kuusamoon perustetun koekentän (pajukosteikon) 
avulla, kuinka paljon voitaisiin vähentää jo käsiteltyjen jätevesien ravinne- ja 
raskasmetallipitoisuuksia. Vastaavia selvityksiä ja kokeita on tehty aiemminkin, mutta 
eteläisemmissä olosuhteissa (Postila ym. 2018). Koska puhdistettavan veden ja ympäristön 
lämpötila vaikuttavat ravinteiden ja haitta-aineiden poistoon, niin käsittelyn tehokkuus voi olla 
kylmemmissä ilmastoissa kausittaista ilmastosta johtuen (Kadlec ja Reddy 2001). Lisäksi 
ilmasto-olosuhteet voivat vaikuttaa pajulajien selviytymiseen ja biomassan tuottoon. Hankkeen 
tarkoituksena olikin löytää erityisesti pohjoisen kylmempiin olosuhteisiin soveltuvia 
pajulajikkeita (Postila ym. 2018). 
 Pro Gradu -työssäni tutkin HuJa-hankkeen käsiteltyjen yhdyskuntajätevesien 
puhdistuskosteikoissa kasvaneiden pajujen juuriston mikrobiyhteisöjä, tarkoituksenani 
selvittää 1) ovatko eri pajulajikkeiden juuristojen yhteisöt erilaisia koostumukseltaan ja 2) 
eroavatko puhtaalla vertailualueella kasvaneiden yksilöiden mikrobistot 
jätevedenpuhdistuskosteikossa kasvaneiden ja jäteveden mukana lisävettä, sekä -ravinnetta 
saaneiden pajuyksilöiden mikrobistoista? Lisäksi selvitän, 3) poikkeavatko kokeessa hyvin ja 
heikosti selvinneiden pajujen eli korkean ja alhaisen biomassan pajujen mikrobistot 
merkittävästi toisistaan? 
 Tutkimuksen pajulajikkeilla Gudrun, Karin ja Klara on aiemmissa kasvatuskokeissa todettu 
erilaista kasvu- ja talvensietopotentiaalia (Pohjonen 2015). Eri lajikkeiden juurten 
mikrobistojen oletetaan poikkeavan toisistaan. Lisäksi Torangin maatiainen (todennäköisesti 
Salix phylicifolia) on kasvatuskokeissa täysin uusi laji ja samalla paikallinen kanta 
tutkimusalueelta. Paikalliset kasvit ovat sopeutuneet muodostamaan tarvitsemansa 
vuorovaikutussuhteet maaperän mikrobiston kanssa. Ns. vierasperäisillä lajeilla voi 
uudenlaisessa mikrobiympäristössä uupua sellaisia maaperästä löytyviä mikrobeja, joiden 
kanssa ne normaalisti muodostavat kasvua ja selviytymistä tukevia vuorovaikutussuhteita 
(Inderjit ja van der Putten 2010). Todennäköisesti myös hyvin kasvaneiden eli paljon 
biomassaa tuottaneiden pajuyksilöiden mikrobistoissa voisi olla havaittavissa enemmän kasvua 
tukevia mikrobeja, kuin huonommin kasvaneilla eli vähän biomassaa tuottaneilla 
pajuyksilöillä. Koealueella pajut kasvavat ravinteiden ja kosteuden suhteen häirityssä 
ympäristössä. Tällaisissa ympäristötekijöiltään häirityissä ympäristöissä on havaittu ja 
tunnistettu mikrobiryhmiä, jotka esiintyvät suhteellisesti runsaampina, kuin ei häirityissä 
ympäristöissä (Gehring ym. 1998).  
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2 AINEISTO JA MENETELMÄT 
2.1 Tutkitut pajulajikkeet 
Koealueelle istutettiin kesäkuun alkupuolella 2016 yhteensä 1656 pajupistokasta. Istutetuista 
pistokkaista tarkastelen tässä työssä kolmea biomassantuottoon viljeltyä pajulajiketta, jotka 
ovat Gudrun (396 kpl), Karin (396 kpl) ja Klara (396 kpl), sekä tutkimusalueelta Kuusamon 
Torangista pistokkaina kerättyä pajua, joka nimettiin Torangin maatiaiseksi (432 kpl). Lajike 
on todennäköisesti paikallinen kanta kiiltopajusta Salix phylicifolia (Postila ym. 2018). 
Yhteensä tutkimuksen pistokkaita oli koealueella 1620 kappaletta, joista otimme tarkasteluun 
tässä työssä 30 kappaletta. 
 Lajike Salix gmelinii Gudrun on ruotsalaisen pajunjalostuksen tuotosta vuodelta 1995. 
Lajikkeen äiti (emikasvi) on venäläinen Salix gmelinii Helga ja isäklooni on löytynyt Lounais-
Ruotsista, mutta sen alkuperä on jäänyt epäselväksi. Gudrunilla oli Ruotsin puolella kehittynyt 
ruosteongelmaa, jota ei kuitenkaan ehditty havaittu Suomessa. Sen pituuskasvu ja tuottavuus 
eivät ole olleet kasvatuskokeiden parhaimmistoa, mutta lajike on ollut kuitenkin yksi parhaita 
talvehtijoita useimmissa suoritetuissa kasvatuskokeissa. Ruosteongelma on edeltävien vuosien 
tutkimuksissa ollut suurempi ongelma vain laajoilla yhden tai muutaman lajikkeen alueilla ja 
tämän vuoksi se nähdään ruosteherkkyydestään huolimatta mahdollisena lajikkeena pohjoisiin 
olosuhteisiin muiden lajikkeiden rinnalle (Pohjonen 2015). 
 Karin on 1990-luvun lopulla Ruotsissa risteytetty lajike. Se sai 2000-luvun alussa mainetta 
hyvällä talven- ja ruosteenkestävyydellään. Karin-lajikkeelta löytyy sukutaulussa samat 
venäläiset talvenkestävyyttä parantavat kantalajit kuin Klaralla, mutta eri vanhempien puolelta. 
Karinin isä on venäläinen Salix viminalis Ivar ja äiti hybridipaju, jonka yksi kantalajeista on 
siperianpaju Salix schwerinii Amgunskaja. Karin-lajike on menestynyt hyvin Piispannevan, 
Alavieskan ja Sotkamon kokeissa, kuten myöhemmin risteytetty Klarakin. Ruotsissa sekä 
etelämpänä Euroopassa Karinilla on havaittu suhteellisesti heikompaa tuottavuutta, jonka 
vuoksi se on vedetty markkinoilta ja jäänyt vähäisemmälle suosiolle. Kuitenkin näiden kahden 
lajikkeen kehittäminen on ollut erittäin merkityksellistä biomassapajun viljelyn 
mahdollistamiselle Salpausselän pohjoispuolille, Sisä-Suomeen, sekä pienilmastoltaan karujen 
turvesoiden pohjille (Pohjonen 2015). 
 Klara on vuonna 2008 myyntiin tullut lajike. Se nousi nopeasti tunnettujen tuottavimpien, 
sekä talven- ja ruosteenkestävimpien pajulajikkeiden joukkoon. Suomen olosuhteissa Klara on 
menestynyt hyvin Haapaveden korkeudella Piispannevalla ja Alavieskassa Jukuturpeen 
suorittamassa kasvatuskokeessa. Inkoossa pajukkopuhdistamon kasvatuksessa lajikkeelle on 
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mitattu jopa 460 cm kasvu vuoden 2013 aikana. Sukutaulussa Klaralla löytyy äidin puolelta 
talvenkestävyyttä lisäävä venäläinen Salix viminalis Ivar ja isän puolelta ruosteenkestävyyttä 
parantava Salix schwerinii Amgunskaja. Amungskaja on yksi tärkeimmistä biomassapajun 
jalostuksen kantalajikkeista hyvän ruosteenkestävyytensä vuoksi, sillä usein lajikkeiden laaja-
alaisessa viljelyssä on törmätty tuhoisasti leviävään ruosteongelmaan (Pohjonen 2015). 
 Pajulajikkeiden Gudrun, Karin ja Klara pistokkaat ovat peräisin Alavieskasta Sulo 
Hannulan pajuviljelmiltä, josta ne leikattiin kevättalvella 2016 ja säilöttiin jääkaapeissa (-2 °C). 
Istutetut pistokkaat olivat 18-20 cm pitkiä ja halkaisijaltaan vähintään 1 cm. Tutkimusalueen 
Torangin maatiainen -lajikkeen pistokkaat leikattiin kevättalvella 2016 ja ne säilöttiin 
lumipenkassa kevään ajan. Nämä pistokkaat olivat muutaman millin vahvuisia ja noin 20-30 
cm pitkiä. Ennen istutusta kaikkia pistokkaita liotettiin vedessä vähintään vuorokauden ajan 
(Postila ym. 2018). 
 Pajujen ensimmäisen kasvukesän (2016) jälkeen selviytymisprosentti koealueella 
pajulajikkeittain oli seuraava: Gudrun 96 %, Klara 86 %, Karin 75 % ja Torangin maatiainen 
44 %. Toisen, eli tutkituille pajuille viimeisen kasvukesän (2017) jälkeen selviytymisprosentti 
oli seuraava: Gudrun 96 %, Klara 76 %, Karin 63 % ja Torangin maatiainen 14 %. 
Kontrollialueella pajujen selviytymistä tarkasteltiin kahden kesän jälkeen (2017), jolloin 
pajujen hengissä selviämisen tilanne oli seuraava: Gudrun 90 %, Klara 60 %, Karin 10 % ja 
Torangin maatiainen max 20 % (ei pystytty arvioimaan varmasti, että ovat juuri istutetut 
yksilöt). Selviytyneistä pajuista valittujen näyteyksilöiden laboratoriossa punnitut versojen 
(varsi + lehdet) kuivabiomassat vaihtelivat välillä 0,33 g – 825,02 g. Varsien osuus 
kokonaisbiomassasta oli lajikkeella Gudrun 75 %, Klaralla ja Karinilla 78 % ja Torangin 
maatiaisella 88 %. Kuivabiomassojen ja pajujen pituuden, sekä varren ympärysmitan avulla 
pajulajikkeille arvioidut kokonaisbiomassan (varsi + lehdet) tuotot hehtaaria kohden olivat 
koealueella Gudrun 5,7 t/ha, Klara 3,0 t/ha, Karin 1,7 t/ha ja Torangin maatiainen 0,02 t/ha ja 
kontrollialueella Gudrun 0,4 t/ha ja Klara 0,1 t/ha (Postila ym. 2018).  
 
2.2 Tutkimusalue 
Loka-marraskuussa 2015 tutkimusta varten perustettu puhdistuskosteikko sijaitsee Kuusamon 
Torangissa jätevedenpuhdistamon vieressä. Paikka sijaitsee hieman pohjoisen napapiirin 
(66°32'N) alapuolella, 65°57' pohjoista leveyttä ja 29°10' itäistä pituutta (Maanmittauslaitos 
2019). Koealueena toimii noin 350 m2 kokoinen aidattu pajukosteikko ja sen viereen perustettu 
pienempi kontrollialue (Postila ym. 2018).  
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 Koealue eli varsinainen pajukosteikko on eristetty maaperästä vettä läpäisemättömällä 1,5 
mm paksuisella HDPE-kalvolla (High Density Polyethylene), jotta voidaan seurata kosteikolle 
johdettavan jätevedenpuhdistamolla jo käsitellyn jäteveden ravinneaine- ja 
raskasmetallipitoisuuksien muutoksia (kalvo kuvassa 1 punaisella). Kalvon päällä on 
hiekkakerros sekä salaojasora, johon asennettua salaojaputkea pitkin vedet kerätään kosteikolta 
mittakaivoon (kuvassa 1 keltaisella ja harmaalla). Kosteikolle on asennettu lisäksi putket, jotta 
kosteikon pohjan veden korkeutta voidaan seurata. Kosteikon täyttöön on käytetty paikalla 
ollutta maamateriaalia, josta on eroteltu isoimmat kivet pois (Postila ym. 2018). 
 
 
Kuva 1. Pajukosteikon poikkileikkaus. Pajujen istutusväli rivissä on 30 cm. Multana on käytetty paikalla ollutta 
maa-ainesta. Kuvan mukaisesti laitimmaisilla pajuyksilöillä on laidassa hieman matalammin kasvutilaa 
juurakolle. Yksityiskohtaisemmat tiedot koealueen salaojasysteemistä ja muista teknisistä ratkaisuista löytyvät 
Huja-projektin loppuraportista (Postila ym. 2018). 
 
 Jäteveden jako on pyritty hoitamaan mahdollisimman tasaisesti koko kosteikon pinnalle 
(kuva 2). Jätevesisäiliöstä (tilavuus 1000 l; kuvassa 2 harmaansinisellä) pumpattiin putkistoa 
pitkin vettä kosteikolle kolmen minuutin aikana noin 930 litraa neljä kertaa päivässä kesällä 
2016 ja kuusi kertaa päivässä kesällä 2017 (Postila ym. 2018).  
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Kuva 2. Jäteveden jakoputkistot pajukosteikolla. Vesisäiliöstä (harmaansinisellä) lähtevä runkolinja (sinisellä) 
kulkee laitapenkereen päällä kohti kosteikon keskiosaa. Keskilinja (punaisella) kuljettaa veden kosteikon 
molempiin päihin ja vesi purkautuu laitahaarojen (keltaisella) rei'istä kosteikon pinnalle. Veden jakautumisen 
tasoittamiseksi laitaputkissa on eniten reikiä runkolinjan ja keskilinjan yhtymäkohtaan nähden kauimmaisissa 
laitaputkissa. Nuolet osoittavat veden kulkusuunnan. Musta putki keskellä on salaojaputken tarkastuskaivo. 
Pajukosteikon pituus on noin 64 m ja leveys noin 5 m. Kosteikkoa kiertävä aita antaa suojaa eläimiltä. Kuva on 
otettu kesäkuun 2016 alussa kosteikon perustamisen aikaan. Kuva: Heini Postila 
 
 Pajupistokkaat istutettiin putkiston ”laitahaarojen” ympärille 70 cm rivivälillä. Jokaiselle 
riville istutettiin yhteensä 18 pistokasta 30 cm etäisyydelle toisistaan. Lajikkeet istutettiin 
omiin riveihinsä siten, että vesisäiliöstä poispäin ensimmäiset kaksi riviä ensimmäisen 
laitahaaran ympärillä ovat ”Torangin maatiaista”, seuraavat kaksi riviä ovat Klaraa (2. 
laitahaara), sitten Gudrunia (3. laitahaara), Karinia (4. laitahaara) ja seuraavista riveistä 
eteenpäin samalla tavalla ”Torangin maatiaisesta” jatkuen (kuva 3). Poikkeuksena 9. 
laitahaaran riveihin istutettiin tämän tutkimuksen ulkopuolelle jätettyjä eri lajikkeita olevia 
pottitaimia. Pajupistokkaiden juurtumista ja kasvuun lähtöä tuettiin poistamalla muuta alueelle 
leviävää kasvillisuutta ensimmäisen kesän (2016) aikana säännöllisesti ja seuraavana kesänä 
(2017) muutaman kerran kevyemmin (Postila ym. 2018).
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Kuva 3. Pajukosteikon kastelujärjestelmä ja istutusrivit. Yläreunassa laitahaaran järjestysnumero (1-46) ja alareunassa laitahaaraa ympäröiville kahdelle riville istutetun 
pajulajikkeen lyhenne; TM (Torangin maatiainen), KL (Klara), GU (Gudrun), KA (Karin), XX (muita pottitaimia). Juuristomikrobitutkimukseen valittujen pajujen sijainti 
kosteikolla on merkitty punaisella pisteellä. Kosteikon pituus noin 64 m ja leveys noin 5.
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 Lisäksi pajukosteikon ulkopuolelle 5 m etäisyydelle perustettiin pienempi kontrollialue. 
Kontrollialueelle ei johdettu ylimääräisiä ravinteita ja kosteutta jäteveden tai muun muodossa, 
eikä sitä eristetty maaperästä. Tämän vuoksi kosteikon saama vesimäärä oli erityisesti 
kasvukauden alussa kesäkuussa huomattavasti suurempi, kuin kontrollialueen pelkästään 
sadantana saama vesimäärä (Kuva 2.7. a, Postila ym. 2018). Kontrollialueelle istutettiin noin 
10 kappaletta jokaista pajulajiketta (Gudrun, Klara, Karin ja Torangin maatiainen) samalla 30 
cm pistokas- ja 70 cm rivivälillä, kuin koealueella. Kontrollialueen maaperä on samankaltaista 
koealueen maaperän kanssa. Kontrollialueella ei suoritettu rikkakasvien poistotoimenpiteitä 
(Postila ym. 2018). 
 Puhdistuskosteikko poisti hyvin jäteveden mukana tullutta typpeä (kok. N, 
puhdistustehokkuus 2016: 86 % ja 2017: 78 %; lähtevän veden pitoisuus suhteessa tulevan 
veden pitoisuuteen), liukoisesta typestä pidättyi myös valtaosa: ammoniumtyppeä (NH4-N, 
2016: 78 % ja 2017: 95 %) ja nitriitti-nitraatti-typpeä (NO2+3-N, 2016: 87 % ja 2017: 18 %). 
Samoin fosforia poistui runsaasti (kok. P, 2016: 58 % ja 2017: 87 %) ja fosfaattifosforia (PO4-
P, 2016: 68 % ja 2017: 77 %). Kasvukausien 2016 ja 2017 aikana fosforia oli varastoitunut 
pajujen biomassaan 0,6 kg, mikä oli enemmän kuin kuormitus jätevedestä (0,22 kg). Postilan 
ym. (2018) mukaan pajut olivat todennäköisesti ottaneet lisää fosforia kasvuunsa maaperästä. 
Typpeä oli varastoitunut pajujen biomassaan 5,5 kg eli paljon vähemmän, kuin mitä jäteveden 
mukana tuli (38 kg) ja muiden tekijöiden, kuten typpeä takaisin ilmakehään vapauttavan 
nitrifikaatio-denitrifikaatioprosessin, arveltiinkin vaikuttaneen typen puhdistustehokkuuteen 
(Postila ym. 2018). 
 Puhdistuskosteikko oli pidättänyt kesän 2017 aikana myös esimerkiksi alumiinia (99 % 
tulevan veden pitoisuudesta), sinkkiä (77 %), lyijyä (47 %) ja tinaa (lähtevä pitoisuus oli alle 
määritysrajan) pajuihin ja/tai maaperään ja kosteikolta oli huuhtoutunut mm. mangaania (-1325 
%) ja rautaa (-207 %). Koska huuhtoutumisprosentti on yli 100 %, aineita on huuhtoutunut 
myös maaperästä veden mukaan. Lisäksi maaperän (5-15 cm syvyydestä) alkuaine- ja 
ravinnepitoisuuksia mitattiin kesän 2016 alussa ennen puhdistuskosteikon käyttöönottoa ja 
kesän 2017 lopussa, mutta näissä arvoissa ei ollut tapahtunut merkittäviä muutoksia vuosien 
välillä (Postila ym. 2018). 
 
2.3 Pajunäytteiden valinta ja juurten esikäsittely 
Yhteensä 30 pajunäytettä kerättiin koe- ja kontrollialueelta syyskuun lopulla 28-29.9.2017, 
jolloin pajuyksilöt olivat kasvaneet kaksi kasvukautta kosteikolla (kuva 4). Jokaista lajiketta 
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valittiin koealueelta viisi yksilöä eli yhteensä 20 kappaletta. Valintaperusteina käytettiin 
pajujen kokoa ja sijaintia siten, että lajikkeista valittiin kookkaita eli hyvin kasvaneita ja 
pienempiä eli huonommin kasvaneita, sekä keskivertoisia näytteitä, kuitenkaan ottamatta 
yksilöitä vierekkäisiltä kasvupaikoilta, vaan ympäri kosteikkoa (kuva 3). Kontrollinäytteitä 
otettiin selvitykseen mukaan yhteensä 10 kappaletta sen mukaan, miten eri lajikkeet olivat 
selviytyneet. Yhteensä kontrollinäytteitä saatiin/otettiin yksi Karin, viisi Gudrunia, kolme 
Klaraa ja yksi pienen kokonsa vuoksi epävarma Torangin maatiainen (Postila ym. 2018).  
 
 
Kuva 4. Pajukosteikko syyskuun 2017 lopulla, jolloin näytteet kerättiin ja pajujen kuivabiomassat punnittiin. 
Pajujen lisäksi myös rikkaruohot ovat menestyneet alueella hyvin. Kuva: Heini Postila 
Syksyllä 2017 pajunäytteiden (30 kpl) versot leikattiin 1 cm maanpinnan yläpuolelta ja varret 
ja lehdet kuivattiin laboratoriossa 105 °C. Kuivatuista näytteistä punnittiin kuivabiomassa (g). 
Versojen juuret kaivettiin multineen maaperästä noin kolmen litran vetoisiin muoviruukkuihin 
ja näytteet varastoitiin pakastettuna noin –20 °C kevääseen 2018 asti. 
 Kaikki juurinäytteet sulatettiin liottamalla niitä reilu puoli tuntia vedessä. Ylimääräinen 
multa ja juuret poistettiin pajujuurakon ympäriltä mekaanisesti irrotellen sekä vedellä 
huuhdellen. Eri puolilta juurakko leikeltiin noin 500 mg mahdollisimman hienoa juurta, 
maksimissan noin 1 mm läpimitaltaan. Juuret eroteltiin preparointimikroskoopin alla ja 
puhdistettiin huuhtomalla hanavedessä petrimaljalla, jonka jälkeen ne pakastettiin minigrip-
pusseissa (-20 °C). Erottelussa käytetyt välineet pestiin ja desinfioitiin joka näytteen välissä 
70% etanoliliuoksella, jotta edellisten näytteiden juuristomikrobit eivät pääse sekoittumaan 
seuraavaksi käsiteltäviin näytteisiin. 
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2.4 Juurten mikrobiyhteisön DNA:n eristys, monistus ja sekvensointi 
DNA-eristystä varten juuria laitettiin 2 ml putkiin noin puolet putken tilavuudesta, jonka 
jälkeen niitä kylmäkuivattiin kaksi vuorokautta. Kylmäkuivauksen jälkeen putkiin lisättiin 
metallikuulat (2 kpl, Ø 5 mm), ja näytteet homogenisoitiin hienontamalla nestetypellä 
jäädytettyinä TissueLyzer-laitteella (Qiagen). Homogenisoidut juurinäytteet pakastettiin (-20 
°C) ennen DNA-eristystä. 
 DNA-eristys suoritettiin MoBio PowerSoil® DNA Isolation Kitillä (Qiagen) muuten 
valmistajan ohjeiden mukaisesti, mutta kylmäkuivattua ja hienonnettua juurimateriaalia 
punnittiin näytteeksi 0,02-0,05g, näytteet inkuboitiin 70 °C lämpötilassa 10 min C1-liuoksen 
lisäämisen jälkeen solujen hajoamisen helpottamiseksi ja lopullinen DNA liuotettiin 50 μl C6-
puskuria 100 μl sijasta DNA:n väkevöimiseksi. Lisäksi osaan runsaimmin juurta sisältävistä 
näytteistä lisättiin ennen vorteksointia PowerBead-liuosta puolet lisää (375 µl) alkuperäisestä 
määrästä (750 µl) ja tämä huomioitiin eristyksen seuraavassa vaiheessa lisäämällä 90 µl solujen 
hajoamista edistävää C1 liuosta 60 µl sijasta. Eristyksen lopuksi DNA:n konsentraatio eli 
pitoisuus mitattiin NanoDrop 1000 -laitteella (Thermo Fisher Scientific) ja DNA pakastettiin 
(-20 °C) odottamaan monistamista polymeraasiketjureaktiolla (PCR). 
 PCR:ssä sieni- ja bakteerispesifisillä alukkeilla monistettiin näytteistä sienien ITS2 ja 
bakteereiden 16S rDNA aluetta. Monistusta varten kaikkien näytteiden DNA laimennettiin 5 
ng/μl pitoisuuteen. Sienien ja bakteerien rDNA alueet monistettiin erikseen jokaiselle 
näytteelle 3 kertaa 15μl kokonaisreaktiotilavuudessa.  
 Sienillä PCR-reaktiossa (Liite: reaktioliuoksen koostumus Taul. L1) käytetty ohjelma oli: 
(1) 98 °C 1 min, (2) 30 toistoa: 98 °C 10 s, 57 °C 20 s ja 72 °C 30 s, (3) 72 °C 7 min ja (4) 
loppujäähdytys 4 °C. Sienien ITS2 rDNA alueen monistukseen käytettiin etualuketta fITS7 
(3´-GTGARTCATCGAATCTTTG-5´) (Ihrmark ym. 2012) ja taka-aluketta ITS4 (5´-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´) (White ym. 1990). Bakteerien PCR-reaktion (Liite: 
reaktioliuoksen koostumus Taul. L2)  ohjelma oli: (1) 98 °C 3 minuuttia, (2) 30 toistoa: 98 °C 
10 s, 63 °C 30 s ja 72 °C 20 s, (3) 72 °C 7 min ja (4) loppujäähdytys 4 °C. Bakteerien 16S 
rDNA alueen monistukseen käytettiin etualuketta 519F (5´-ACAGCMGCCGCGGTAATWC-
3´) (Torrentó ym. 2011) ja taka-aluketta 926R (3´-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-5´) 
(Quince ym. 2011). Lisäksi sekä sienien, että bakteerien molemmissa alukkeissa oli Ion Torrent 
-sekvenssoinnin vaatimat adapterit, sekä sienien taka-alukkeessa (ITS4) ja bakteerien etu-
alukkeessa (519F) erikseen jokaisella näytteellä yksilöllinen viivakoodisekvenssi. 
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 Lopuksi PCR-tuotteet puhdistettiin sekvensointia häiritsevistä, reaktiossa ylijääneistä 
alukkeista ja nukleotideista, sekä väärän pituisista PCR-tuotteista magneettihelmiin 
perustuvalla AMPure XP reagenssilla (Beckman Coulter). Puhdistettujen näytteiden 
konsentraatio mitattiin Agilent 2100 Bioanalyzer laitteella (Agilent Technologies). Näytteet 
poolattiin eli yhdenmukaistettiin sekvensointia varten ekvivalenttisiin määriin. Käytännössä 
tämä tarkoittaa, että jokaista näytettä laitettiin sama määrä (ng) sekvensointiin. Sekvensointi 
eli näytteiden DNA:n emäsjärjestyksen selvittäminen tehtiin Ion Torrent PGM (Thermo Fisher 
Scientific) -sekvensointilaitteella Oulun yliopiston Biocenterissä.  
 
2.5 Bioinformatiikka 
QIIME2-ohjelmistoa käytettiin mikrobien sekvenssidatan esikäsittelyyn ja taksonomian 
määrittämiseen UNITE ja SILVA -tietokantojen avulla (Bolyen ym. 2018; Nilsson ym. 2019; 
Quast ym. 2013). Tämän lisäksi QIIME2-ohjelmistolla tehtiin mikrobidatalle ANCOM, Gneiss 
ja PICRUSt2 -analyysit (Mandal ym. 2015; Morton ym. 2017; Douglas ym. 2019) 
 Ion Torrentista saadut sekvenssit (6 289 706) prosessoitiin ja analysoitiin QIIME2 -
ohjelmistolla (versiot 2019.1 ja 2019.4) (Bolyen ym. 2018) käyttäen CSC - tieteen 
tietotekniikan keskuksen tarjoamia laskentapalveluja (Supercluster Taito). Sienten ja 
bakteerien taksonomian määritykseen käytettiin UNITE ja SILVA -tietokantoja, joista sienille 
ladattiin UNITE-tietokannan uusimman version 8.0 dynamic-tiedosto (sh qiime release s 
02.02.2019) ja bakteereille SILVA-tietokannasta versio 132 16S 99-tiedosto (silva release 132 
10.04.2018).  
 Aluksi aineistosta poistettiin Cutadapt-ohjelmalla (Martin 2011) alamittaiset, alle sadan 
emäsparin mittaiset epäinformatiiviset sekvenssit, joita oli 7,2 % aineistosta. Poistamisen 
jälkeen sekvenssien kokonaislukumäärä oli 5 834 215 ja tästä eteenpäin bakteeri- ja 
sieniaineistot analysoitiin erikseen. Eri näytteistä peräisin olevat bakteeri- ja sienisekvenssit 
eroteltiin toisistaan DNA-viivakoodauksen avulla (demultiplexing) (Liite: viivakoodierottelu 
Taul. L3). Näytekohtaisesti erotellut sekvenssit siistittiin poistamalla PCR-alukkeet (bakteerit: 
16S rDNA (519F, 926R); sienet ITS2 (ITS4, fITS7)) ja niiden ulkopuolelle jäävä 
sekvenssiosuus. 
 Siistittyjen sekvenssien laatu tarkistettiin ja korjattiin, kimeeriset (chimeric) eli yhdistyneet 
sekvenssit poistettiin ja bakteerisekvenssit lisäksi trimmattiin 220 emäsparin pituuteen 
DADA2-ohjelmistopaketin avulla (Liite: DADA2 Taul. L3). Callahan ym. (Callahan ym. 
2017) suosittelevat DADA2-ohjelmistoa käytettäväksi sen tarkkuuden vuoksi perinteisten 
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OTU-klusterien (Operational Taxonomic Unit) muodostamisen sijasta. Tämän jälkeen 
sienisekvensseistä poistettiin alle 100 emäsparin sekvenssit (Liite: alle 100 emäsparia poisto 
Taul. L3). Neljän näytteen (GR17, KlR5, Ka4 ja KL6) sienisekvenssien määrä jäi alle 1000 
sekvenssiä, joten ne poistettiin sieniaineistosta. 
 Bakteerien taksonomia-analyysejä varten poimittiin trimmaamalla SILVA-
viitetietokannasta alukkeiden avulla viitesekvenssit. Taksonominen Naive Bayes -luokittelija 
(Bokulich ym. 2018) harjoitettiin bakteereille QIIME2:ssa käyttäen trimmattuja 
viitesekvenssejä ja -taksonomiaa. Näytteiden sekvenssit luokiteltiin harjoitetun Naive Bayes -
luokittelijan avulla taksonomisiin ryhmiin. Sienillä Naive Bayes -luokittelijan harjoittaminen 
UNITE-viitetietokannalla ei hyödy sekvenssien trimmaamisesta alukkeilla (QIIME 2 
development team 2019), joten sienillä luokittelijan harjoittamiseen käytettiin UNITE-
viitetietokannan alkuperäisen pituisia viitesekvenssejä. 
 Taksonomian määrityksen jälkeen bakteeridatasta poistettiin kloroplastien ja 
mitokondrioiden DNA:sta peräisin olevat sekvenssit (Liite: kloro-/mitoDNA poisto Taul. L3). 
Näytteissä kloroplastien DNA:ta oli 19,4-65,7 % ja mitokondrioiden DNA:ta 2,1-18,3 % per 
näyte datasta. Sieniaineistosta poistettiin kaikki tunnistamattomat sienisekvenssit. QIIME2-
esikäsittelyiden jälkeen analysoitavien bakteerien sekvenssien kokonaismäärä oli 527 717 
sekvenssiä ja sienillä 211 877 sekvenssiä (Liite: kloro-/mitoDNA poisto; alle 100 emäsparia 
poisto Taul. L3). 
  Bakteeri- ja sienidatalle tehtiin ANCOM analyysi (Analysis of Composition of 
Microbiomes) (Mandal ym. 2015). ANCOM on tilastollinen runsausanalyysi, joka huomioi 
mikrobistojen vertailussa tietojen taustalla olevaa rakennetta. Sitä voidaan käyttää 
mikrobiyhteisön koostumuksen vertailuun kahdessa tai useammassa eri populaatiossa. 
Analyysi havaitsee erot mikrobitaksonien keskimääräisissä runsauksissa eri populaatioissa eli 
näytteissä (Mandal ym. 2015). Analyysin piirtämässä volcano-kaaviossa x-akselin clr-arvo 
(centered log-ratio) kuvaa taksonien vaikutuskokoeroa näytteiden välillä ja y-akselin W-arvo 
kuvaa tarkastellun mikrobitaksonin hylättyjen alahypoteesien määrää eli kertoo kuinka monen 
muun mikrobitaksan kanssa suhteellisten osuuksien logaritmiset muutokset eroavat 
merkittävästi toisistaan eri näytteiden välillä (Quinn ym. 2018; Morton 2017b; 2017a). Koska 
logaritmia ei voida laskea nollalle, analyysissä on käytetty näennäislukuja (pseudocounts) 
ongelman ratkaisemiseen eli lisätty arvo 1 kaikkiin aineiston lukumääriin (Kumar ym. 2018; 
Morton 2016). Tämän vuoksi esimerkiksi liitteissä esitettyjen prosenttipiste-taulukoiden 
(Liitteet: Taul. L11 ja L17) 1-arvot ovat todellisuudessa 0-arvoja. 
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 Sekä bakteereille, että sienille tehty Gneiss-analyysi (Balance Trees) (Morton ym. 2017) 
pyrkii välttämään pelkillä mikrobien suhteellisilla osuuksilla tehtäviin mikrobiston 
koostumuksen mittauksiin liittyvät yksittäisten lajien todellisen kasvun ja laskun tarkastelun 
ongelmat, jotka pohjautuvat siihen, että muutokset yhden taksonin suhteellisissa runsauksissa 
vaikuttavat selvästi muiden taksonien suhteellisiin runsauksiin. Sen sijaan, että tehtäisiin 
päätelmiä muutoksista yksittäisissä lajeissa, Gneissin avulla voidaan tarkastella muutoksia 
mikrobien alayhteisöjen välisessä tasapainossa, jotta ymmärrettäisiin mikrobiyhteisöjen 
ekologisten lokeroiden eroavuudet (Morton ym. 2017). Analyysiä varten rakennettu puu 
määrittää, mitkä tasapainot arvioidaan eli minkä lajien osayhteisöjä verrataan. Ulkoisesti 
määritelty puu rakennetaan pohjautuen hypoteesiin liittyvään numeeriseen/metriseen arvoon, 
kuten pH (vertaa esim. fylogeniaan perustuva puu) (Birgmingham 2018). 
 Lisäksi bakteereille tehtiin PICRUSt2 (Phylogenetic Investigation of Communities by 
Reconstruction of Unobserved States) -analyysi (Douglas ym. 2019). PICRUSt2 on 
ohjelmistopaketti, joka ennustaa mikrobiyhteisön geneettistä toiminnallista potentiaalia 
etsimällä, mitä biosynteesireittejä mikrobiyhteisöstä voisi löytyä merkkigeenisekvenssien 
perusteella. PICRUSt2:iin syötetään merkkigeenisekvenssit (tässä tapauksessa pätkä 
sekvensoitua 16S rDNA-aluetta) ja niiden runsaudet. Ohjelmiston algoritmi yhdistää 
näytteiden merkkigeenisekvenssit tietokannan viitesekvensseihin, sijoittaen samalla sekvenssit 
jo olemassa olevaan viitesekvensseistä rakennettuun fylogeneettiseen geeniperhe-puuhun. 
Ohjelmisto laskee, kuinka paljon merkkigeenisekvenssejä yhdistyy fylogeneettisen puun 
geeniperheisiin. Geeniperheillä on yhteys biosynteesireitteihin, jolloin geeniperheeseen 
yhdistyneiden merkkigeenisekvenssien määrän perusteella lasketaan biosynteesireittien 
määrät. PICRUSt2 antaa tulosteena ennustetut näytekohtaiset mikrobiyhteisön biosynteesireitit 
ja niiden runsaudet (Douglas ym. 2019). Mikrobiyhteisössä yleisenä havaittavien 
biosynteesireittien pohjalta voidaan tehdä päätelmiä siitä, minkälaisia toiminnallisia funktioita 
mikrobiyhteisöllä voisi olla esimerkiksi ravinteiden tai raskasmetallien hajottamisessa ja 
muuttamisessa toiseen muotoon. 
 Lisäksi määrittelin sienien ekologiset funktiot eli killat sekä trofiatasot FUNGuild -
onlinetyökalun (Nguyen ym. 2016) avulla. FUNGuild tarjoaa yksinkertaisen ja 
johdonmukaisen tavan lajitella suuretkin sekvenssipoolit ekologisesti merkityksellisiin 
kategorioihin (Nguyen ym. 2016). Ekologinen funktio käsittää samoja resursseja luonnossa 
käyttävät lajit ja trofiataso kertoo eliön ravinnonkäyttötavan, kuten onko laji symbionttinen, 
lahottaja (saprotrofi) tai tautia aiheuttava loinen (patotrofi) (Hanski ym. 1998). FUNGuildista 
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saatujen ekologisen funktion ja trofiatason pohjalta jatkoin sienien luokittelua selkeämpiin 
ryhmiin pääjaksoittain (Liite: toiminnalliset ryhmät Taul. L4). 
 
2.6 Tilastolliset analyysit 
Aineiston tilastollinen analysointi suoritettiin R-ohjelmalla (R Core Team 2019) käyttäen 
paketteja vegan (Oksanen ym. 2019), ggplot2 (Wickham 2016) ja reshape (Wickham 2007). 
Analyysejä varten muutin bakteerien ja sienien näytekohtaiset sekvenssilukumäärät 
prosenttiosuuksiksi. Sekä sieni-, että bakteeriyhteisöille tein samat tilastolliset analyysit.  
 Piirsin bakteerien ja sienien kolmelle ylimmälle taksonomiselle tasolle (pääjakso, luokka ja 
lahko), sekä sienien FUNGuild:n mukaan rakennetuille toiminnallisille ryhmille pylväskaaviot 
suurimpien ryhmien suhteellisista osuuksista lajikkeittain koe- ja kontrollialueilla. Sienien 
tilastollisista analyyseistä jätettiin pois Karin-pajulajikkeen näytteet KaaRe1 kontrollialueelta 
ja Ka45 koealueelta. Nämä poikkesivat muista näytteistä niin paljon, että muun muassa 
NMDS-ordinaatiokuvat eivät olleet kovinkaan kuvaavia näiden näytteiden kanssa (Liite: 
NMDS-paikkaordinaatiokuva sienille Kuva L1). 
 Analysoin sieni-, ja bakteeriyhteisöjen diversiteettiä käyttäen seuraavia indeksejä: 
lajirikkaus (Species Richness), tasaisuus (Pilou Evenness), monimuotoisuus (Shannon-
Weaver), samankaltaisuus (Simpson) ja käänteinen samankaltaisuus (Inverted Simpson). 
Diversiteetti-indeksejä käytetään biologiassa kuvaamaan lajistollista monimuotoisuutta. 
Monimuotoisuus käsittää yleensä (1) lajirikkautta eli havaittujen lajien lukumäärää ja (2) lajien 
suhteellisen runsauden jakautumisen tasaisuutta. Indeksit eroavat toisistaan lajimäärän ja 
suhteellisten runsauksien painottamisessa. Diversiteetti-indeksit yksistään eivät kerro paljoa, 
vaan niiden käyttö perustuu näytteiden/mikrobiyhteisöjen väliseen indeksien vertailemiseen. 
 Species Richness diversiteetti-indeksi mittaa lajirikkautta eli lajien lukumäärää ja Pilou 
Evenness -indeksi kertoo lajien suhteellisen runsauden jakautumisesta. Shannonin (Shannon-
Weaver) diversiteetti-indeksi kuvaa monimuotoisuutta huomioiden lajimäärän ja lajien 
suhteellisen runsauden vaihtelun. Pienen indeksiarvon omaavassa otoksessa on vähän lajeja ja 
huomattavaa vaihtelua lajien välisissä runsaussuhteissa. Suuren indeksiarvon omaavassa 
otoksessa lajikirjo on laajaa ja lajien väliset runsaussuhteet tasaisempia. Lajirikkaus painottuu 
indeksissä lajien runsaussuhteiden tasaisuutta enemmän ja harvinaisten lajien vaihteluun 
indeksi reagoi ”jokseenkin” herkästi. Simpsonin diversiteetti-indeksi (samankaltaisuusindeksi) 
mittaa todennäköisyyttä sille, että kaksi näytteen/yhteisön satunnaisesti valittua yksilöä 
kuuluvat samaan lajiin (tai kategoriaan). Hallitsevat eli dominantit lajit painottuvat tässä 
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indeksissä Shannonin indeksiä vahvemmin (Kiiski 2019). Indeksin arvo vaihtelee välillä 0-1 ja 
on sitä suurempaa, mitä suurempi monimuotoisuus eli mitä enemmän eri lajeja ja mitä 
tasaisemmat niiden väliset runsaussuhteet. Simpsonin diversiteetti-indeksi ei huomioi lajien 
kokonaismäärää, vaan kuvaa lajiston monipuolisuutta (Heikkinen 2017). Käänteinen 
samankaltaisuus on samankaltaisuudesta johdettu diversiteetti-arvo, jota pidetään muita alfa-
diversiteettiä mittaavia parametreja parempana, koska se indikoi rikkaudesta (richness) 
yhteisössä, jolla on tasainen tasaisuus (evenness) jolla olisi sama monimuotoisuus (Tuntematon 
2011). 
 Testasin tilastollista lineaarista mallia (lm) käyttäen koekäsittelyn (jätevesi), eri 
pajulajikkeiden (Gudrun, Karin, Klara ja Torangin maatiainen) ja pajujen biomassan vaikutusta 
pajujen mikrobiyhteisöjen mikrobiryhmiin, diversiteetti-indekseihin, sienien toiminnallisiin 
ryhmiin ja bakteerien yli 0,5 % -kokoisiin toiminnallisiin ryhmiin (PICRUSt2). 
Mikrobiryhmistä testattiin kaikki pääjaksot ja niiden yli prosentin (> 1 %) suuruiset alaryhmät. 
Selittävinä muuttujina mallissa olivat lajike, käsittely ja biomassa. Lisäksi rakensin ja testasin 
erikseen käsittely ja pajulajikekohtaiset mallit (muuttujina pajulajike ja biomassa tai käsittely 
ja biomassa) sellaisille ryhmille, joilla havaittiin yhdysvaikutusta ensimmäisen lm-
mallinnuksen muuttujien välillä. Lineaaristen mallien selittävyyttä testattiin 
varianssianalyysillä (ANOVA). ANOVA-tulosten perusteella tilastollisesti merkitseville 
ryhmille piirsin janakaaviot keskiarvolla ja vaihteluvälillä (0.2) erikseen käsittelylle, 
lajikkeelle ja käsittely-lajike-yhdysvaikutukselle. Lisäksi biomassan ollessa merkitsevä piirsin 
ryhmille korrelaatiokuvat biomassan kanssa ja testasin korrelaatiota biomassan ja 
mikrobiryhmien välillä käyttäen Pearsonin korrelaatiokerrointa. Piirrettyjä janakaavioita ja 
korrelaatiokuvia käytin lm-tulosten tulkitsemisen tukena. Tulosten tulkitsemisessa tilastollisen 
merkitsevyyden rajana pidettiin p < 0,05, mutta taulukoissa on mukana suuntaa antamassa 
myös p < 0,1 -arvot.  
 Käytin NMDS-ordinaatiomenetelmää (non-metric multidimensional scaling) 
mikrobiyhteisöjen lajistovaihtelun ja paikka/näytekohtaisen ryhmittymisen tarkasteluun. 
Yhteisöjen eroavuuksia tarkastelin adonis-komennon PERMANOVA-testillä (permutaatiot 
9999). Eri muuttujien (lajike, käsittely, biomassa, FUNGuild:n ja PICRUSt2:n toiminnalliset 
ryhmät, taksonomisten tasojen ryhmät ja diversiteetti-indeksit) sovittamisessa vektoreiksi 
NMDS-ordinaatiokuvaan käytin veganin envfit-komentoa, jossa testataan ympäristötekijöiden 
ja ordinaation korrelaatioiden merkitsevyyttä permutaatiotestillä (999 permutaatiota). 
Permutaatiotestin tulosten perusteella valitsin piirrettäviksi vektoreiksi alustavasti kaikki p < 
0,1 arvon saaneet tekijät (Liitteet: NMDS-yhteisöordinaatioihin sovitetut ympäristömuuttujat 
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Taul. L5 ja L6). Vektoreiden määrän rajaamisessa hyödynsin lm-testeissä saatuja tuloksia. 
Bakteereilla otin mukaan alustavista vektoreista ne PICRUSt2-vektorit, joilla lm-testien 
merkitsevyysarvo p oli alle 0,1 (3 kpl) ja taksonomisista tasoista ne, joilla lm-testien arvo oli 
merkitsevä (p < 0,05). Tämän jälkeen rajasin pois ne päällekkäiset taksonomiset alaryhmät, 
joista oli vektorina samankokoinen ja vaikutukseltaan samansuuntainen ylempi taksonominen 
ryhmä. Sienillä alustavia vektoreita oli paljon vähemmän kuin bakteereilla, joten rajasin pois 
vain tällaiset taksonomiset päällekkäiset ryhmät. 
 
3 TULOKSET 
3.1 Pajujen biomassa 
Kontrollialueen pajujen versojen biomassat olivat selvästi alempia, kuin puhdistuskosteikon 
pajuilla (kuva 5, p = 0,035; Liite Taul. L7). Gudrunilla oli keskimäärin korkeimmat biomassat 
suurella hajonnalla ja Torangin maatiaisella alimmat, mutta erot biomassoissa lajikkeiden 
välillä eivät olleet merkitseviä (kuva 5). 
 
 
Kuva 5. Pajulajikkeiden (GU = Gudrun, KA = Karin, KL = Klara, TO = Torangin maatiainen) biomassojen 
mediaani puhdistuskosteikolla ja kontrollialueella. Kirjaimet (a, b) kuvaavat tilastollisesti merkitseviä eroja 
ryhmien välillä. Saman kirjaimen sisältävät yhteisöt eivät poikkea toisistaan tilastollisesti. 
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3.2 Bakteeriyhteisöt 
3.2.1 Bakteeriyhteisöjen taksonomia 
Yli 99,9 prosenttia bakteerisekvensseistä luokiteltiin vähintään pääjaksotasolle. Bakteerien 
yleisin pääjakso oli proteobakteerit (Proteobacteria) (65,2 %) ja muita runsaana havaittuja 
pääjaksoja olivat acidobakteerit (Acidobacteria) (9,8 %), aktinobakteerit (Actinobacteria) (9,3 
%), Bacteroidetes (6,3 %) ja Chloroflexi (4,1 %) (kuva 6a).  
 Proteobakteereista suurimmat luokat olivat gamma- ja alfaproteobakteerit (36,2 %; 25,9 %), 
sekä pienempi deltaproteobakteerien (3 %) luokka (kuva 6b). Gammaproteobakteereilla 
suurimpina ryhminä nousivat esiin Betaproteobacteriales-lahko (25 %; kuva 6c) ja suvut 
Rhizobacter ja Rhodoferax (6 %; 2,8 %), sekä Xanthomonadales-lahko (6,7 %; kuva 6c) ja sen 
Rhodanobacter-suku (3,0 %). Alfaproteobakteerit koostuivat pääosin Rhizobiales-lahkon (18 
%; kuva 6c) lajeista, mutta runsaana havaittiin myös Caulobacterales-lahkon sukua 
Phenylobacterium (2,2 %). Muita keskimääräistä suurempia bakteeriryhmiä olivat 
aktinobakteerien aktinobakteerit-luokka (7,1 %; kuva 6b), Bacteroidetes-pääjakson 
Bacteroidia-luokka (6,2 %; kuva 6b) ja acidobakteerien ”kandidaattiluokka 6” (2,7 %; kuva 
6b) ja ”kandidaattisuku 10” (2,1 %). 
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Kuva 6. Bakteerien pääjaksojen (a), luokkien (b) ja lahkojen (c) suhteellinen osuus (%) pajulajikkeittain koe- ja kontrollialueilla. Määrittämättömät bakteerit sisältyvät 
”bakteerit muut” -ryhmään, samoin kuin alle 1 %:n luokat ja lahkot. Koe = puhdistuskosteikko, Ref = referenssi eli kontrollialue, GU = Gudrun, KA = Karin, KL = Klara ja 
TO = Torangin maatiainen.
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3.2.2 NMDS-yhteisöordinaatio 
Puhdistuskosteikolla ja kontrollialueella kasvaneiden pajujen juuriston bakteeriyhteisöt 
erosivat toisistaan (adonis, PERMANOVA; p < 0,001). NMDS-ordinaatiossa eri näyteryhmät 
sijoittuivat kuitenkin limittäin, eikä näyteryhmien välillä ollut havaittavissa eroja (kKuva 7a). 
Vain koealueella kasvaneen Karin-lajikkeen juurten bakteeriyhteisöt näyttivät kuvan 
perusteella poikkeavan hieman enemmän muista ja Gudrunin bakteeriyhteisöt olivat hyvin 
samankaltaisia eri käsittelyiden sisällä (kuva 7a).  
 Bakteerien yhteisömuutoksia selittivät vektoreina diversiteetti-indeksi tasaisuus, 
taksonomiset ryhmät Bacteroidetes, Chloroflexi, Acidobacteriia, acidobakteerien 
”kandidaattiluokka 6”, Sphingomonadales, Betaproteobacteriales, Hyphomicrobiaceae, 
Devosia, Rhodoferax ja Xanthomonadaceae, sekä PICRUSt2-ohjelmalla määritellyt 
toiminnalliset ryhmät GLYCOLYSIS, PWY.5345 ja SO4ASSIM.PWY (kuva 7b). Koska 
NMDS-ordinaatiossa ei havaittu merkittäviä yhteisömuutoksia, vektoreita ei voitu tulkita 
niiden pohjalta ja tilastollisesti merkitsevät erot mikrobiyhteisöissä löytyivät lähinnä yksittäisiä 
näytteitä ja taksonomisia ryhmiä tarkasteltaessa. 
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Kuva 7. a) NMDS-yhteisöordinaatio pajujen juurten bakteeriyhteisöjen eroista koe- ja kontrollialueella (Ref) 
kasvaneilla pajulajikkeilla. Yhteisöjen sijaintia kuvaavat ellipsit piirsin 95 %:n luottamusvälillä. b) Vektorit 
osoittavat niiden ympäristötekijöiden vaikutusten/kasvun suuntaa, joilla on lähes merkitsevä (p < 0,1) korrelaatio 
ordinaatiossa. Lyhenteet: TS = tasaisuus (diversiteetti-indeksi), Bact = Bacteroidetes, Chlo = Chloroflexi, Acid = 
Acidobacteriia, ala6 = acidobakteerien kandidaattiluokka 6, Sphi = Sphingomonadales, Beta = 
Betaproteobacteriales, Hyph = Hyphomicrobiaceae, Devo = Devosia, Rhod = Rhodoferax, Xant = 
Xanthomonadaceae, GLYC = GLYCOLYSIS, P534 = PWY.5345, SO4A = SO4ASSIM.PWY. Koe = 
pajukosteikko, Ref = kontrollialue. Huom: Kontrollialueen (Ref) näytteitä pajuista Karin ja Torangin maatiainen 
oli molempia vain yksi kappale, jotka sijoittuvat kuvassa keskelle. 
 
3.2.3 Bakteeriyhteisöjen monimuotoisuus 
Eri pajulajikkeiden (Gudrun, Karin, Klara ja Torangin maatiainen) juuristojen bakteeriyhteisöt 
erosivat toisistaan lajirikkauden (p = 0,002), samankaltaisuuden (Simpsonin indeksi; p = 0,027, 
käänteinen Simpsonin indeksi; p = 0,016) ja monimuotoisuuden (Shannonin-Weaverin indeksi; 
p < 0,001), mutta eivät tasaisuuden suhteen (kuva 8; Liitteet: Taul. L8). Toisin kuin 
Permanova-testi näytti, diversiteetiarvojen perusteella koe- ja kontrollikäsittelyiden välillä 
juuriston bakteeriyhteisöissä ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja, mutta pajujen 
biomassan kasvaessa bakteeriyhteisöjen käänteisen samankaltaisuuden havaittiin kasvavan 
(biomassan päävaikutus: p = 0,039; Pearson r = 0,359, p = 0,051) (Liitteet: Taul. L8). 
 Bakteerien lajirikkaus, monimuotoisuus (Shannonin-Weaverin indeksi) ja samankaltaisuus 
(Simpsonin indeksit) olivat suurimpia Gudrunilla. Gudrun erosi näiden parametrien suhteen 
Karinista ja Klarasta, mutta ei Torangin maatiaisesta (kuvat 8a, c, d ja e). Seuraavaksi eniten 
bakteeritaksoneita havaittiin Torangin maatiaisella. Torangin maatiaisen bakteeriyhteisöjen 
monimuotoisuus ja samankaltaisuus olivat lähempänä Gudrunilla, kuin Karinilla ja Klaralla 
havaittuja, mutta ero oli merkitsevä vain Karin-lajikkeen kanssa (kuvat 8c ja d). Karinilla ja 
Klaralla bakteerien lajirikkaus, monimuotoisuus ja samankaltaisuus olivat keskenään samaa 
luokkaa (kuvat 8a, c, d ja e). 
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Kuva 8. Pajulajikkeiden (GU = Gudrun, KA = Karin, KL = Klara, TO = Torangin maatiainen) bakteeriyhteisöjen 
diversiteetti-indeksit lajirikkaus (a), tasaisuus (b), monimuotoisuus (c), samankaltaisuus (d) ja käänteinen 
samankaltaisuus (e). Kirjaimet (a, b, c) osoittavat tilastollisesti lähes merkitseviä eroja (Tukeyn testi) eri 
bakteeriyhteisöjen välillä (P < 0,1). Saman kirjaimen sisältävät yhteisöt eivät poikkea toisistaan tilastollisesti. 
 Koealueella kasvaneen Gudrunin bakteeriyhteisöjen lajirikkaus oli suurempaa, kuin koe- ja 
kontrollialueella kasvaneella Klaralla ja koealueella kasvaneilla Karinilla ja Torangin 
maatiaisella (kuva 9a). Kontrollialueella Gudrunin bakteeriyhteisöjen lajirikkaus oli vain 
koealueella kasvaneen Klaran lajirikkautta suurempaa (kuva 9a). Bakteeriyhteisöjen 
tasaisuudessa ja samankaltaisuudessa ei havaittu merkitseviä eroja eri käsittelyissä kasvaneilla 
pajulajikkeilla (kuvat 9b ja c), mutta käänteinen samankaltaisuus oli suurempaa koealueella 
Gudrunilla kuin Karinilla (kuva 9d). Lisäksi bakteeriyhteisöjen monimuotoisuus oli suurempaa 
koealueella Gudrunilla, kuin koe- ja kontrollialueilla Klaralla tai koealueella Karinilla (kuva 
9e). Kontrollialueella Gudrunin bakteeriyhteisöjen monimuotoisuus oli vain koealueen Karinia 
suurempaa (kuva 9e). 
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Kuva 9. Pajulajikkeiden (GU = Gudrun, KA = Karin, KL= Klara, TO = Torangin maatiainen) bakteeriyhteisöjen 
diversiteetti-indeksit lajirikkaus (a), tasaisuus (b), samankaltaisuus (c), käänteinen samankaltaisuus (d) ja 
monimuotoisuus (e) koe- ja kontrollialueella. Kirjaimet (a, b, c) osoittavat tilastollisesti lähes merkitseviä eroja 
(Tukeyn testi) eri bakteeriyhteisöjen välillä (P < 0,1). Saman kirjaimen sisältävät yhteisöt eivät poikkea toisistaan 
tilastollisesti. 
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3.2.1 Bakteeritaksonien suhteellinen runsaus eri käsittelyissä, pajulajikkeilla ja korrelaatio 
versobiomassan kanssa  
Acidobakteerit -pääjakson suhteellinen runsaus oli suurinta Gudrun- ja Torangin maatiainen -
lajikkeilla ja alhaisinta Klaralla (lajikkeen päävaikutus: p = 0,039; Liite Taul. L9 ja L10). 
Acidobakteerien Acidobacteriia-luokan bakteeritaksoneita havaittiin enemmän 
kontrollialueella (käsittelyn päävaikutus: p < 0,001), ja ”kandidaattiluokkaa 6” koealueella (p 
= 0,009). Erityisesti Gudrunilla (p = 0,005) ja Klaralla (p = 0,003) ”kandidaattiluokkaa 6” 
havaittiin enemmän koealueella. Lisäksi kontrollialueella ”kandidaattiluokan 6” suhteellinen 
runsaus oli sitä suurempaa, mitä suurempi oli pajujen biomassa (p < 0,001; Pearson r = 0,829, 
p = 0,003). 
 Armatimonadetes-pääjaksoa havaittiin runsaammin kontrollialueella kuin koealueella 
(käsittelyn päävaikutus: p < 0,001), erityisesti lajikkeilla Gudrun (p = 0,003) ja Karin (p = 
0,006). Kontrollialueella Armatimonadetes-ryhmän bakteerien runsaus olikin korkeinta 
Gudrunilla ja Karinilla, sekä Torangin maatiaisella ja alhaisinta Klaralla (lajikkeen päävaikutus 
kontrollialueella: p = 0,045). Myös Gemmatimonadetes-pääjaksoa (p = 0,022) ja sen alaryhmiä 
(Gemmatimonadetes, Gemmatimonadales ja Gemmatimonadaceae; p = 0,022) havaittiin 
enemmän kontrollialueella. Lajikkeista Gemmatimonadetes-pääjaksoa (p = 0,012) ja alaryhmiä 
(p = 0,011) oli eniten Gudrunilla ja Torangin maatiaisella, minkä lisäksi pajujen versojen 
biomassan kasvaessa pääjakson ja sen alaryhmien suhteellinen runsaus kasvoi kontrollialueella 
(p = 0,045; Pearson r = 0,642, p = 0,046). 
 Bacteroidetes (p = 0,041), Planctomycetes (p = 0,047) ja Nitrospirae (p = 0,012) -
pääjaksojen, sekä Bacteroidia (p = 0,046) ja Planctomycetacia (p = 0,046) -luokkien 
bakteeritaksonien suhteellinen runsaus oli suurempaa koealueella. Planctomycetes- (lajikkeen 
päävaikutus: p = 0,018) ja Planctomycetacia-ryhmien (p = 0,021) bakteereita oli eniten 
Gudrunilla ja Torangin maatiaisella, hieman vähemmän Klaralla ja vähiten Karinilla. 
Nitrospirae-ryhmän suhteellinen runsaus kasvoi pajujen biomassan kasvaessa (biomassan 
päävaikutus p = 0,020; Pearson r = 0,538, p = 0,002). Positiivinen korrelaatio versobiomassan 
kanssa havaittiin Nitrospirae-ryhmällä erikseen koe- ja kontrollialueilla, sekä lajikkeilla 
Gudrun, Karin ja Torangin maatiainen. 
 Chloroflexi-pääjaksoa (käsittelyn päävaikutus: p = 0,006) ja sen alaryhmiä Chloroflexia (p 
= 0,004), Chloroflexales (p = 0,005) ja Roseiflexaceae (p = 0,009) oli enemmän koealueella ja 
ero näkyi alaryhmissä erityisesti Torangin maatiaisella (Chloroflexia; p = 0,005). 
Pääjaksotasolla Chloroflexi-bakteereita havaittiin muita pajulajikkeita vähemmän Klaralla 
(lajikkeen päävaikutus: p = 0,043), kun taas alaryhmien Chloroflexia (p = 0,051), 
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Chloroflexales (p = 0,040) ja Roseiflexaceae (p = 0,043) bakteereita havaittiin eniten Karinilla 
suurella hajonnalla. Lisäksi alaryhmien bakteerien suhteellinen runsaus kasvoi versobiomassan 
kasvaessa Torangin maatiaisella (Chloroflexia; biomassan päävaikutus p = 0,003; Pearson r = 
0,872, p = 0,023). 
 Proteobakteereita havaittiin lähes merkitsevästi eniten Gudrunilla ja Torangin maatiaisella 
(p = 0,063). Alfaproteobakteerien Rhizobiales-lahkon (p < 0,001) ja Beijerinckiaceae (p = 
0,005) ja Hyphomicrobiaceae (p = 0,043) -alaryhmien bakteerien suhteellinen runsaus oli 
suurempaa kontrollialueella, kun taas Rhizobiales-lahkon alaryhmiä Devosiaceae (p = 0,003), 
Rhizobiales i.s. (p = 0,025) ja Bradyrhizobium (p = 0,016) havaittiin enemmän koealueella. 
Torangin maatiaisella Devosiaceae-heimon bakteerien suhteellinen runsaus oli sitä suurempaa, 
mitä suurempi oli lajikkeen biomassa (p = 0,044; Pearson r = 0,840, p = 0,036). 
Gammaproteobakteereista Xanthomonadaceae-heimoa (p = 0,040) havaittiin runsaammin 
koealueella ja Betaproteobacteriales-lahkon (lajike: p = 0,029) ja Rhodoferax-suvun (lajike: p 
= 0,006) bakteerilajeja eniten Karinilla, tosin Rhodoferax-sukua runsaasti myös Klaralla. 
 FCPU426-kandidaattipääjakson runsaus oli suurinta Klaralla (p = 0,033), mutta näytteiden 
välillä oli suurta hajontaa. Kontrollikäsittelyssä FCPU426-ryhmän bakteereita havaittiin 
runsaasti myös Torangin maatiaisella (p < 0,001) ja Karinilla ryhmän bakteereita ei havaittu 
ollenkaan. Gudrunilla FCPU426-ryhmän bakteerien suhteellinen osuus kasvoi biomassan 
kasvaessa (biomassan päävaikutus: p = 0,009; Pearson r = 0,852, p = 0,002). Patescibakteerit-
pääjakson bakteerien suhteellinen runsaus oli suurinta Gudrunilla ja Torangin maatiaisella (p 
= 0,003) ja latescibakteerien bakteerien suhteellinen runsaus kasvoi pajujen biomassan 
kasvaessa (p = 0,033; Pearson r = 0,385, p = 0,036). Tunnistamattomaksi jääneitä bakteereita 
havaittiin enemmän kontrollialueella kuin puhdistuskosteikolla (p < 0,001). 
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3.2.2 Bakteeriyhteisön koostumuksen runsausanalyysit 
Bakteereilla ANCOM-analyysin (QIIME2) havaitsema ainoa muista bakteeritaksoneista 
eroava ryhmä oli alfa-proteobakteerien Rhizobiales-lahkon Beijerinckiaceae-heimo (W = 922; 
kuva 10). Beijerinckiaceae-heimoa havaittiin kaikilla pajulajikkeilla runsaasti 
kontrollialueella, mutta vain vähän koealueella (Liite: Beijerinckiaceae-heimon sekvenssien 
prosenttipisterunsaudet Taul. L11).  
 
 
Kuva 10. ANCOM-analyysityökalulla piirretty volcano-kaavio bakteeritaksoneiden eroavuuksista. Kaavion 
jokainen piste vastaa yhtä bakteeritaksonia. X-akselin clr-arvo (centered log-ratio) kuvaa taksonien 
vaikutuskokoeroa näytteiden välillä ja y-akselin W-arvo kertoo kuinka monen muun mikrobitaksan kanssa 
suhteellisten osuuksien logaritmiset muutokset eroavat merkittävästi toisistaan eri näytteiden välillä. Pisteiden 
tummuusaste kertoo bakteeritaksoneiden runsaudesta. 
 
 Gneiss-analyysi (Balance Trees) havaitsi gamma- ja alfa-proteobakteerit, Bacteroidia, 
Acidobacteriia ja acidobakteerien ”kandidaattiluokka 6” -ryhmistä 152 ainutlaatuista taksonia 
(kuva 11c) y1-osoittajassa (kuva 11a), joiden runsaudet erosivat koealueen näytteissä 
verrattuna kontrollialueen pajunäytteisiin (kuva 11b). Alfa- ja gammaproteobakteerit, 
aktinobakteerit, Bacteroidia ja Acidobacteriia ryhmistä (kuva 11c) havaittiin y1-nimittäjässä 
83 taksonia, joiden runsaudet erosivat myös koealueen ja kontrollialueen näytteissä. Ryhmistä 
alfa-, gamma- ja deltaproteobakteerit, sekä Bacteroidia ja Acidobacteriia havaittiin y6-
osoittajassa 733 taksonia ja y6-nimittäjässä 551 ainutlaatuista taksonia (kuva 11e), joiden 
runsaudet erosivat koealueen näytteissä verrattuna kontrollialueen näytteisiin (kuva 11d).
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Kuva 11 a) Osoittaja (punainen) ja nimittäjä (vaaleanpunainen) jakavat aineiston vertailtaviksi osayhteisöiksi ulkoisesti rakennetun puun perusteella. Käsittely-lajike osiossa 
nähdään kaikki näytteet näytetyypeittäin ja jokaisen näytteen eri osien saama värikoodattu ”tasapainoindeksi” välillä tumma punainen (6) – tumma sininen (-6). 
Tasapainoindeksi vertaa taksonien keskinäisiä runsaussuhteita ja on sitä tummempi, mitä enemmän kahden verrattavan taksonin runsaudet eroavat toisistaan. b) y1-osoittajassa 
ja nimittäjässä havaittujen taksonien (c) runsaussuhteiden vaihtelu eri näytetyyppien välillä. c) Taksonomiset ryhmät, joista havaittiin runsaasti y1-osoittajan ja nimittäjän 
alueille ainutlaatuisia taksoneita. d) y6-osoittajassa ja nimittäjässä havaittujen ainutlaatuisten taksonien (e) runsaussuhteiden vaihtelu eri näytetyyppien välillä.  K = Koealue 
(puhdistuskosteikko), R = Referenssi (kontrollialue), GU = Gudrun, KA = Karin, KL = Klara ja TO = Torangin maatiainen.
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3.2.3 Bakteeriyhteisöjen toiminnallinen potentiaali (PICRUSt2) 
Bakteereille tehdyn PICRUSt2 analyysin mukaan bakteerien yleisin biosynteesireitti oli 
PWY.3781 [aerobinen hengitys I (sytokromi c)] ja sen osuus kaikista havaituista 
biosynteesireiteistä oli 1,6 % (Liitteet: Taulukko L12). Biosynteesireittiä havaittiin jopa puolet 
enemmän Gudrun ja Torangin maatiainen -lajikkeilla kuin Karinilla ja Klaralla (p = 0,058). 
Myös biosynteesireittejä PWY.7208 (0,6 %) [superpathway pyrimidiini-nukleobaasien 
talteenottoon] ja PWY.7221 (0,6 %) [guanosiini-ribonukleotidien de novo biosynteesi] 
havaittiin eniten Gudrun ja Torangin maatiainen -lajikkeilla. Biosynteesireittiä PWY.7208 
havaittiin Karinilla hieman enemmän kuin Klaralla ja biosynteesireittiä PWY.7221 havaittiin 
hieman enemmän Klaralla kuin Karinilla (PWY.7208: p = 0,029 ja PWY.7221: p = 0,029). 
 
3.3 Sieniyhteisöt 
3.3.1 Sieniyhteisöjen taksonomia ja toiminnalliset ryhmät 
Sienisekvensseistä yli 88,8 prosenttia luokiteltiin vähintään pääjaksotasolle yleisimpinä kotelo- 
(43,7 %) ja kantasienet (45,0 %; kuva 12a). Kotelosienten suurimmat ryhmät olivat 
Pezizomycetes-luokka (23,7 %; kuva 12b), sen Pezizales-lahko (23,7 %; kuva 12c) ja suvut 
Peziza (16,4 %) ja Geopora (7,3 %), sekä Leotiomycetes-luokka (15,2 %), sen Helotiales-lahko 
(14,9 %) ja suvut Cadophora (4,3 %) ja Phialocephala (2,9 %). Kantasienillä havaittiin vain 
Agaricomycetes-luokan (44,9 %) sieniä (kuva 12b), jonka suurimmat alaryhmät olivat 
Sebacinales-lahko (18,1 %) ja sen Serendipita-suku (17,7 %), Agaricales-lahko (16,8 %) ja sen 
Inocybe-suku (14,3 %), sekä Thelephorales-lahko (8,7 %) ja sen Tomentella-suku (8,2 %). 
Tilastollisten testien ulkopuolelle jätetyn kontrollialueen ainoan Karin-pajulajikkeen 
sieniyhteisön havaittiin koostuvan pääosin Pezizales-lahkon sienilajeista (yli 85 %; kuva 12c). 
 Suurimmat sienien toiminnalliset ryhmä olivat pintasienijuuret (48,3 %; kuva 13a), joista 
puolet oli kotelosieniä (23,8 %) ja puolet kantasieniä (24,5 %; kuva 13b). Toinen suuri ryhmä 
olivat kämmekkäsienijuuret (17,7 %), jotka koostuivat pelkästään kantasienistä. Myös 
jäkälöityneiden sienten ryhmässä (0,8 %) havaittiin runsaammin kanta- (0,7 %), kuin 
kotelosieniä (0,2 %). Muiksi symbiotrofeiksi (7,0 %) luokitelluista sienilajeista, 
lahottajasienistä (5,1 %) ja taudinaiheuttajasienistä (0,9 %) pääosa oli kotelosieniä (6,7 %; 4,7 
%; 0,9 %) ja kanervasienijuuriksi (1,8 %) luokitellut sienet olivat kaikki kotelosieniä. Lähes 
viidesosalle sienistä (18,4 %) ei pystytty määrittämään toiminnallista ryhmää ollenkaan. Näistä 
kotelosieniä oli 5,7 %, kantasieniä 1,6 % ja tunnistamattomia sieniä 11,1 %. 
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Kuva 12. Sienten pääjaksojen (a), luokkien (b) ja lahkojen (c) suhteellinen osuus pajulajikkeittain koe- ja kontrollialueilla. Määrittämättömät sienet sisältyvät ”sienet 
luokittelematon”/”sienet muut” -ryhmään, samoin kuin alle 1 %:n luokat ja lahkot. Koe = pajukosteikko, Ref = kontrollialue, GU = Gudrun, KA = Karin, KL = Klara ja TO = 
Torangin maatiainen.  
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Kuva 13. Sienien toiminnalliset ryhmät (a ja b) lajikkeittain koe- ja kontrollialueilla. Koe = pajukosteikko, Ref = kontrollialue, GU = Gudrun, KA = Karin, KL = Klara ja TO 
= Torangin maatiainen. 
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3.3.2 NMDS-yhteisöordinaatio 
PERMANOVA-testin perusteella koe- ja kontrollialueella kasvaneiden pajujen juuriston 
sieniyhteisöt erosivat toisistaan (adonis; p < 0,01), mutta NMDS-ordinaatiokuvissa eri 
näytetyypit sijoittuivat limittäin, eikä näyteryhmien välillä ollut havaittavissa eroja (kuva 14a). 
 Sienillä yhteisömuutoksia selittäviä vektoreita olivat pajujen versojen biomassa, 
mikrobiyhteisön diversiteetti-indekseistä tasaisuus, taksonomisista ryhmistä kotelosienet, 
Leotiaceae, Pezizomycetes, Pyronemataceae ja Sebacinales, sekä toiminnallisista ryhmistä 
kämmekkäsienijuurta muodostavat kantasienet ja pintasienijuurta muodostavat kotelo- ja 
kantasienet (kuva 14b). Vektoreita ei kuitenkaan voitu tulkita NMDS-ordinaatiokuvien 
pohjalta, koska niissä ei havaittu merkittäviä yhteisömuutoksia. Tilastollisesti merkitsevät erot 
mikrobiyhteisöissä löytyivät lähinnä yksittäisiä näytteitä ja taksonomisia ryhmiä 
tarkasteltaessa. 
 
 
Kuva 14. a) NMDS-yhteisöordinaatio pajujen juurten sieniyhteisöjen eroista koe- ja kontrollialueella (ref) 
kasvaneilla pajulajikkeilla. Yhteisöjen sijaintia kuvaavat ellipsit piirsin 95 %:n luottamusvälillä. b) Vektorit 
osoittavat niiden ympäristötekijöiden vaikutusten/kasvun suuntaa, joilla on lähes merkitsevä (P < 0,1) korrelaatio 
ordinaatiossa. Lyhenteet: KB = Kuivabiomassa, TS = tasaisuus (diversiteetti-indeksi), Kote = Kotelosienet, Leot 
= Leotiaceae, Pezi = Pezizomycetes, Pyro = Pyronemataceae, Seba = Sebacinales, EktoA = Ektomykorritsaa eli 
pintasienijuurta muodostavat kotelosienet, EktoB = Pintasienijuurta muodostavat kantasienet, OrkiB = 
Orkideamykorritsaa eli kämmekkäsienijuurta muodostavat kantasienet. Koe = pajukosteikko, Ref = kontrollialue. 
41 
 
3.3.3 Sieniyhteisöjen monimuotoisuus 
Sienille tehdyissä diversiteetti-indekseissä (lajirikkaus, tasaisuus, samankaltaisuus, käänteinen 
samankaltaisuus ja monimuotoisuus) ei havaittu mikrobiyhteisöissä tilastollisia eroja eri 
käsittelyiden ja pajulajikkeiden välillä, eikä biomassan kasvaessa. 
 
3.3.4 Sienitaksonien ja toiminnallisten ryhmien suhteellinen runsaus eri käsittelyissä, 
pajulajikkeilla ja korrelaatio biomassan kanssa  
Mortierellomycota-pääjakson sienien suhteellinen runsaus oli Klaran juurissa suurempaa 
kontrollialueella kuin koealueella (p = 0,014; Liite Taul. L13 ja L14). Muutoin sienien neljästä 
pääjaksosta (kotelosienet, kantasienet, Glomeromycota ja Mortierellomycota) vain 
kotelosienien alaryhmien suhteellisilla runsauksilla havaittiin tilastollisesti merkitsevää 
yhteyttä käsittelyn, pajulajikkeen ja/tai pajujen biomassan kanssa.  
 Kotelosienien Dothideomycetes-luokan (lajikkeen päävaikutus p = 0,044) ja sen alaryhmien 
(Pleosporales, Lingomycetaceae ja Clohesyomyces) sienilajien suhteellinen runsaus oli 
suurinta Karinilla. Myös Leotiomycetes-luokan Leotiaceae-heimon (p < 0,001) sienilajeja 
havaittiin eniten Karin-lajikkeelta, josta oli sieninäytteet vain koealueelta. Tästä huolimatta 
Leotiacea-heimoa (käsittelyn päävaikutus p < 0,001), kuten myös Vibrisseaceae-heimoa (p = 
0,024) ja Sordariomycetes-luokkaa (p = 0,046) havaittiin runsaammin kontrollialueella kuin 
koealueella. Sordariomycetes-luokan sienilajeja havaittiin lisäksi eniten Klaralla (lajikkeen 
päävaikutus p < 0,001).  
 Pintasienijuurisieniä oli puhdistuskosteikolla kasvaneilla Gudrunilla ja Torangin 
maatiaisella noin puolet kaikista taksoneista, muilla pajuilla osuus oli 20-30 % (kuva 13a). Sen 
sijaan kontrollialueella suurin osuus pintasienijuurista (yli 80 %) oli kontrollialueen ainoassa 
Karin-näytteessä. Pajujen pintasienijuurista noin puolet oli kantasieniä ja puolet kotelosieniä 
(kuva 13b). Kotelosienten Pezizaceae-heimon ja sen Peziza-suvun sienitaksonien suhteellinen 
runsaus oli Gudrunilla sitä suurempaa, mitä suurempi oli pajujen biomassa (biomassan 
päävaikutus p = 0,047; Pearson r = 0,363, p = 0,337). Jäkälöityneitä kotelosieniä havaittiin 
runsaimmin Torangin maatiaisella koealueella ja Klaralla kontrollialueella (lajikkeen ja 
käsittelyn yhdysvaikutus: p = 0,025; Liite Taul. L15 ja L16). Lahottajasieniä havaittiin eniten 
kontrollialueella (p < 0,001) ja lajikkeista Klaralla ja Karinilla (p = 0,008), kuten myös 
lahottajakotelosieniä (käsittely: p = 0,001; lajike p < 0,001). 
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3.3.5 Sieniyhteisöjen koostumuksen runsausanalyysit 
ANCOM-analyysin (QIIME2) havaitsema ainoa muista sienien taksoneista eroava ryhmä oli 
kotelosienien Pleosporales-lahkon Melanommataceae-heimo (W = 73; kuva 15). 
Melanommataceae-heimoa havaittiin runsaasti kontrollialueella kasvaneella Karin-lajikkeella, 
mutta ei muilla pajulajikkeilla, eikä koealueella (Liite: Melanommataceae-heimon sekvenssien 
prosenttipisterunsaudet Taul. L17). 
 
Kuva 15. ANCOM-analyysityökalulla piirretty volcano-kaavio sienitaksoneiden eroavuuksista. Kaavion jokainen 
piste vastaa yhtä sienitaksonia. X-akselin clr-arvo (centered log-ratio) kuvaa taksonien vaikutuskokoeroa 
näytteiden välillä ja y-akselin W-arvo kertoo kuinka monen muun mikrobitaksan kanssa suhteellisten osuuksien 
logaritmiset muutokset eroavat merkittävästi toisistaan eri näytteiden välillä. Pisteiden tummuusaste kertoo 
sienitaksoneiden runsaudesta. 
 
 Qiime2:n Gneiss-analyysi (Balance Trees) havaitsi Agaricomycetes, Leotiomycetes, 
Sordariomycetes, ”tuntematon sieni” ja Dothideomycetes -ryhmistä 33 ainutlaatuista taksonia 
(kuva 16c) y0-osoittajassa (kuva 16a) ja 107 ainutlaatuista taksonia y0-nimittäjässä, joiden 
runsaudet erosivat koealueen näytteissä verrattuna kontrollialueen pajunäytteisiin (kuva 16b)
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Kuva 16. a) Osoittaja (punainen) ja nimittäjä (vaaleanpunainen) jakavat aineiston vertailtaviksi osayhteisöiksi ulkoisesti rakennetun puun perusteella. Käsittely-lajike osiossa 
nähdään kaikki näytteet näytetyypeittäin ja jokaisen näytteen eri osien saama värikoodattu ”tasapainoindeksi” välillä tumma punainen (8) – tumma sininen (-4). 
Tasapainoindeksi vertaa taksonien keskinäisiä runsaussuhteita ja on sitä tummempi, mitä enemmän kahden verrattavan taksonin runsaudet eroavat toisistaan. b) Osoittajassa ja 
nimittäjässä havaittujen taksonien runsaussuhteiden vaihtelu eri näytetyyppien välillä. c) Taksonomiset ryhmät, joista havaittiin runsaasti osoittajan ja nimittäjän alueille 
ainutlaatuisia taksoneita. K = Koealue (pajukosteikko), R = Referenssi (kontrollialue), GU = Gudrun, KA = Karin, KL = Klara ja TO = Torangin maatiainen.
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4 POHDINTA 
Pajujen juurten bakteeriyhteisöt koostuivat pääosin proteo-, acido- ja aktinobakteereista sekä 
Bacteroidetes ja Chloroflexi-ryhmistä. Sieniyhteisöjen suurimpia ryhmiä olivat kotelo- ja 
kantasienet. Nämä bakteeri- ja sieniryhmät ovat Suomen pohjoisessa maaperässä ja kasvien 
juurissa yleisiä (Männistö ym. 2007; Vestberg ja Timonen 2018). Monissa näistä pajuilla 
havaituista mikrobiryhmistä on aiemmissa tutkimuksissa löydetty yhteyttä bioremediaatioon, 
muutoksiin ravinnemäärissä ja kosteudessa, sekä kasvien parempaan kasvuun ja 
selviytymiseen (mm. Sun ym. 2010; Zhang ym. 2013; Bedard 2008; Saravesi ym. 2015). 
Sienisymbionttien ja bakteerien lisäksi myös arkeoneilla voi olla tärkeä merkitys jätevesien 
puhdistuksessa (Pan ym. 2018), mutta ne jäivät tämän tarkastelun ulkopuolelle. 
 
4.1 Bakteerien ja sienten toiminnalliset ryhmät 
Bakteerien toiminnallisia ryhmiä pajujen juuristossa erotettiin tärkeiden biosynteesireittien 
avulla. Lajikkeista Gudrunilla ja Torangin maatiaisella havaittiin Karinia ja Klaraa enemmän 
bakteerien perustason metaboliaan liittyviä biosynteesireittejä PWY.7208 (pyrimidiini-
nukleobaasien talteenotto) ja PWY.7221 (guanosiini-ribonukleotidien biosynteesi). Näiden 
lisäksi myös bakteereilla yleisimpänä havaittua maaperän hengitykseen liittyvää PWY.3781 
(aerobinen hengitys) -biosynteesireittiä näytti olevan runsaimmin Gudrunilla ja Torangin 
maatiaisella. Tiedetään, että maaperän hengitykseen liittyvän biosynteesireitin runsautta voi 
nostaa typen lisäyksen aiheuttama bakteerilajien runsaussuhteiden muuttuminen  (Wang ym. 
2019). Typpeä saaneella koealueella biosynteesireittiä (PWY.3781) ei kuitenkaan havaittu 
kontrollialuetta enemmän, mutta Gudrunilla ja Torangin maatiaisella oli runsaimmin maaperän 
hengityksen lisääntymiseen liitettyjä bakteeriryhmiä. Wang ym. (2019) yhdisti typen lisäyksen 
aiheuttamat muutokset maaperän hengityksessä acidobakteerien, Planctomycetes ja 
Chloroflexi-bakteeriryhmien runsauden kasvuun, sekä proteobakteerien ja Bacteroidetes -
ryhmien runsauden laskuun. Näistä Gudrunilla ja Torangin maatiaisella havaittiin muita pajuja 
runsaammin acidobakteereita, sekä Planctomycetes ja Chloroflexi-ryhmiä, joista Chloroflexiä 
runsaasti myös Karinilla. Lisäksi proteobakteereita näytti olevan Gudrunilla ja Torangin 
maatiaisella vähemmän, kuin Karinilla ja Klaralla, mutta Bacteroidetes-ryhmän runsaudessa ei 
havaittu eroja lajikkeiden välillä. Vaikka maaperän hengitykseen liittyvän biosynteesireitin 
PWY.3781 määrässä ei havaittu eroja käsittelyiden välillä, niin Planctomycetes-ryhmää ja 
Chloroflexiä, sekä vastoin Wang et al (2019) tuloksia myös Bacteroidetes-ryhmää havaittiin 
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pajuilla runsaammin typpeä jäteveden mukana saaneella koealueella kuin kontrollialueella. 
Planctomycetes-ryhmällä ja Chloroflexillä koealueelle tullut typpi on todennäköisesti 
vaikuttanut runsauteen, mutta Bacteroidetes-ryhmän runsauteen on mahdollisesti vaikuttaneet 
muut jäteveden mukana kosteikolle tulleet epäpuhtaudet.  
 Juurisienet ovat merkittäviä kasvien ravinteiden saantia parantavia symbiontteja mm. lisäten 
kasvien hienojuurien haaroittumista ja kasvattaen ravinteidenoton maatilavuutta 
moninkertaistavaa ulkorihmastoa (Vestberg ja Timonen 2018). Pajujen juurista tunnistetuista 
sienistä pääosa oli pintasienijuurisieniä (48,3 %) koostuen puoliksi kotelo- ja kantasienistä. 
Pintasienijuuria muodostavat suurimmaksi osin kantasienet (Vestberg ja Timonen 2018), mutta 
pajukosteikon kaltaisissa häirityissä ympäristössä kotelosienisymbiontit ovat varsin tyypillisiä 
(Jumpponen 2007). Pajuilla havaitut pintasienijuuria muodostavat kantasienet koostuivat 
Agaricomycetes-ryhmän lajeista sisältäen mm. pajuille yleisestikin tyypillisiä helttasienilajeja 
(Agaricales). Monimuotoinen Agaricomycetes-luokka tunnetaan pääosin lahottajista 
(Timonen ja Valkonen 2013), mutta lahottajasienien ja pintasienijuurien lisäksi ryhmästä 
löydettiin pajuilla ainakin jäkälöityneitä ja kämmekkäsienilajeja. Agaricomycetes-ryhmässä oli 
pajuilla eroja käsittelyiden välillä, mutta ne olivat mahdollisesti pienissä (< 0,01 %) tilastollisen 
tarkastelun ulkopuolelle jääneissä ryhmissä.  
 Sienijuurisienet yhdessä muiden hajottajamikrobien kanssa vaikuttavat maaperän 
ravinteiden kiertoon (Timonen ja Valkonen 2013). Pajuilla havaitut Sordariomycetes, 
Dothideomycetes ja Leotiomycetes -luokat, sekä jälkimmäiseen kuuluvat Leotiaceae- ja 
Vibrisseaceae-heimot ovat kaikki tärkeitä taksonomisia sieniryhmiä hiilen kierrossa ja 
kasviaineksen hajotuksessa (Timonen ja Valkonen 2013; Goodwin ja Kema 2009; 
Maharachchikumbura ym. 2016). Useat näiden ryhmien taksoneista luokittuivatkin pajuilla 
toiminnalliseen lahottaja(kotelo)sienien ryhmään. Lahottaja(kotelo)sieniä, sekä 
Sordariomycetes-, Dothideomycetes-, Leotiaceae- ja Vibrisseaceae-ryhmiä havaittiin 
runsaimmin Klaralla ja Karinilla, sekä Dothideomycetes-ryhmää lukuun ottamatta 
kontrollialueella. Mahdollisesti jäteveden mukana tulleet lisäravinteet ovat voineet vähentäneet 
lahottaja(kotelo)sienien symbionttista tarvetta pajuilla koealueella. Klaralla havaittiin 
erityisesti Sordariomycetes-ryhmän sieniä, kun taas Karinilla runsaammin Dothideomycetes ja 
Leotiaceae -sieniryhmiä. Valitettavasti kontrollialueen ainoa Karin-näyte jätettiin pois 
tilastollisista testeistä, sillä se poikkesi muista pajunäytteistä huomattavasti koostuen pääosin 
pelkistä Pezizales-sienilahkon lajeista. Todennäköisesti Dothideomycetes-luokan sieniä olisi 
myös havaittu runsaammin kontrollialueella, sillä ANCOM-analyysissä mukana olleesta 
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kontrollialueen Karin-näytteestä nousi esiin pieni Dothideomycetes-luokan 
Melanommataceae-heimo eroten muista sienitaksoneista. 
 Pintasienijuuret ovat metsäpuiden merkittävin sienijuurisymbioosityyppi (Timonen ja 
Valkonen 2013), mutta pajuilla on yleisesti myös keräsienijuurta muodostavia 
Glomeromycotina-alakaaren taksoneita (Vestberg ja Timonen 2018). Valitettavasti PCR:ssä 
käyttämämme alukkeet eivät tiedetysti monista keräsieniä kovin hyvin (Ihrmark ym. 2012), 
minkä vuoksi emme juurikaan havainneet niitä pajuilla. Toisaalta ei kuitenkaan osata sanoa 
onko pajuilla ollut keräsieniä, sillä mm. pajuilla keräsienijuurikolonisaatio on usein alhainen, 
esim. hanhenpajulla Salix repens (Van Der Heijden ja Vosatka 1999; Saravesi ym. 2011). 
Salicaeae-heimoon samoin kuuluvalla haavalla (Populus) on myös useissa tutkimuksissa 
havaittu keräsienten matalaa ja vaihtelevaa esiintyvyyttä, mikä on yhdistetty kasvin 
genotyyppiin ja ympäristötekijöihin, kuten liika kosteus ja kylmyys (Liu ym. 2016; Bonito ym. 
2014). Lisäksi keräsienijuurien kehittymiselle epäedullisia oloja voivat olla myös kuivuus, 
matala pH (Brundrett 2009) tai maaperän turvepitoisuus (Vestberg ja Timonen 2018), jotka 
ovat ovat yleisiä ominaisuuksia pohjoiselle maaperälle. Torangin tutkimusalueen 
maaperätyyppiä ei kuitenkaan ole näiltä osin analysoitu. 
 Myös muita symbiotrofisia sienitaksoneita havaittiin, joista valtaosa kotelosieniä. Näihin 
kuuluvat esimerkiksi endofyyttiset sienet eli sisäsienet, joita voidaan tavata sekä juurista että 
maaperästä tai vain juurista (Vestberg ja Timonen 2018). Pajuilta tunnistettiin myös 
huomattavan paljon kämmeköiden juurisieniin luokiteltuja taksoneita (17,7 %). Nämä 
kämmekkäsienet koostuivat toiminnaltaan monipuolisista ja muillakin kuin vain kämmeköillä 
löydettävistä Agaricomycetes-kantasienien Serendipita-suvun lajeista (Weiß ym. 2016). Osa 
kämmeköiden juurisienistä voi yhdistää lehtivihreättömiä kämmeköitä ja puuvartisia, mm. 
pajuja ja koivuja, toisiinsa yhteisellä rihmastolla, jolloin kämmekkä voi käyttää 
energianlähteenä puuvartisen yhteyttämää hiiltä (mm. McKendrick ym. 2000; 2002). 
Serenpiditaceae-heimoon kuuluvia sieniä on löydetty mm. verkkolehtipajun (Salix reticulata) 
juurista Pohjois-Ruotsista (Ryberg ym. 2009). 
 
4.2 Pajulajikkeiden väliset erot juurten mikrobiyhteisöissä 
Kasvatuskokeissa pajulajikkeilla on ilmennyt suuria eroja muun muassa biomassan tuotossa, 
talvenkestävyydessä ja tautiresistenssissä (mm. Pohjonen 2015). Pajukosteikolle valituista 
lajikkeista Gudrun, Karin ja Klara ovat aiempien tutkimusten perusteella pohjoisessa hyvin 
menestyneitä lajikkeita kasvultaan ja kestävyydeltään (Pohjonen 2015). Lajikkeen perimän 
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ohella kasvin kasvuun ja selviytymiseen ympäristössä voi vaikuttaa kyky muodostaa 
vuorovaikutuksia mikrobien kanssa (Van der Heijden 2001; Hayat ym. 2010). Tässä 
tutkimuksessa bakteeriyhteisöjen lajirikkaus, samankaltaisuus ja monimuotoisuus olivat 
suurempia Gudrun-lajikkeella kuin Karinilla ja Klaralla. Erityisesti bakteeriyhteisöjen 
samankaltaisuus oli paikallisella Torangin maatiaislajikkeella lähimpänä Gudrun-lajikkeen 
arvoja, mikä voi viitata Gudrunilla kykyyn sopeutua muodostamalla uuden ympäristön 
vaatimusten mukaisia mikrobivuorovaikutuksia. Karinin ja Klaran bakteeriyhteisöjen 
diversiteetti-indeksien arvot olivat lähellä toisiaan ja pääosin poikkesivat muiden lajikkeiden 
arvoista, mitä voi osaltaan selittää lajikkeilta löytyvät yhteiset venäläiset kantamuodot 
(Pohjonen 2015). Toisin kuin bakteereilla, sieniyhteisöjen diversiteetti-indeksien arvot eivät 
eronneet pajulajikkeiden välillä ja yksittäisiä merkitsevästi eroavia sienitaksoneitakin oli vain 
muutamia. Sienillä tämä ei ole niin yllättävää, sillä osalla sienitaksoneista voi olla todella laaja 
isäntäkasvivalikoima ja ne ovat mahdollisesti vaativampia maaperän kuin isäntälajin 
ominaisuuksille, esimerkkinä keräsienet (Vestberg ja Timonen 2018; Bonito ym. 2014). 
 
4.3 Puhdistuskosteikon ravinteisuuden ja kosteuden vaikutus juurten 
mikrobiyhteisöön 
Pajuilla bakteeri- ja sieniyhteisöjen diversiteetti-indeksien arvoissa ei havaittu selkeitä eroja 
pajukosteikon ja kontrollialueen välillä. Pajulajikkeiden välillä havaittujen mikrobiyhteisöjen 
erojen perusteella tämä ei ole sieniyhteisöjen suhteen niin yllättävää, mutta bakteeriyhteisöissä 
ainakin samankaltaisuuden olisi voinut odottaa eroavan koe- ja kontrollialueilla. Kuitenkin 
koe- ja kontrollialueiden välillä havaittiin useita merkitsevästi eroavia ainutlaatuisia taksoneita 
erityisesti acido-, proteo- ja aktinobakteereista, Bacteroidia-pääjaksosta, sekä sienien 
Agaricomycetes, Leotiomycetes, Sordariomycetes ja Dothideomycetes -luokista. Aiemmissa 
tutkimuksissa näistä ryhmistä on löydetty mm. useita ravinteiden, raskasmetallien tai muiden 
epäpuhtauksien biologiseen poistoon, sekä hiilen kiertoon yhdistettyjä mikrobilajeja ja 
taksoneita (Sun ym. 2010; D. Wang ym. 2019; Sim ym. 2018; Timonen ja Valkonen 2013). 
 Typen kierron keskeisimmät prosessit maaperässä ja kasveissa ovat typen sidonta, 
ammoniumtypen muuttaminen nitriiteiksi ja edelleen nitraateiksi (nitrifikaatio), sekä 
nitriitti/nitraattitypen vapauttaminen ilmakehään (denitrifikaatio) (Vymazal 2007). 
Puhdistuskosteikolla oli jäteveden vuoksi suuremmat typen pitoisuudet (kokonaistyppi, 
ammoniumtyppi, nitriitti-nitraattityppi) kuin kontrollialueella. Pajuilla havaittuja typen 
kiertoon liittyviä bakteeriryhmiä ovat esimerkiksi alfaproteobakteerien Rhizobiales-lahkoon 
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kuuluvat Beijerinckiaceae, Hyphomicrobiaceae, Devosiaceae, Rhizobiales i.s. ja 
Xanthobacteraceae -heimot (Borken ym. 2016; Anderson ym. 2011; Rivas ym. 2002; Jia ym. 
2019; Sawada ym. 2003). Beijerinckiaceae- ja Hyphomicrobiaceae-ryhmiä tavattiin pajuilla 
enemmän kontrollialueella, kun taas Devosiaceae- ja Rhizobiales i.s. -ryhmiä, sekä 
Xanthobacteraceae-heimon Bradyrhizobium-sukua havaittiin runsaammin koealueella. 
Erityisesti kontrollialueella esille nousseen Rhizobiales-lahkon suurimman typenkiertoon 
yhdistetyn ryhmän Beijerinckiaceae lajien tiedetään olevan maaperässä vapaana eläviä 
bakteereita, jotka sitovat ilmakehän typpeä kasveille käyttökelpoiseen muotoon esimerkiksi 
ammoniakiksi (Borken ym. 2016; Shin ym. 2016). Pajuilla havaittujen typen kiertoon liittyvien 
bakteeritaksonien pääpaino on mahdollisesti runsaasti typpeä sisältävällä puhdistuskosteikolla 
denitrifikaatiossa ja kontrollialueella taas typen sidonnassa. Huja-raportissa (Postila ym. 2018) 
arvioitiin, että typen puhdistukseen koealueella ovat mahdollisesti vaikuttaneet maaperän 
nitrifikaatio-denitrifikaatioprosessit, sillä typpeä puhdistui enemmän kuin sitä pidättyi pajujen 
biomassaan. Kokonaisuudessaan alfaproteobakteereita ja Rhizobiales-ryhmää havaittiinkin 
enemmän kontrollialueella ja erityisesti Gudrun ja Klara -lajikkeilla. Torangin maatiaisella 
Devosiaceae-ryhmän runsaus oli sitä suurempaa, mitä suurempi oli biomassa ja ryhmässä voisi 
olla pajun kasvua edistäviä taksoneita. Myös pajuilla koealueella runsaampana havaituista 
Planctomycetes- ja Nitrospirae-pääjaksoista tiedetään löytyvän typen kiertoon osallistuvia 
nitrifikaatiobakteereita (Lücker ym. 2010). Näistä Nitrospirae-ryhmällä havaittiin heikko 
korrelaatio biomassan kanssa eli ryhmän runsaus kasvoi pajujen biomassan kasvaessa. 
Mahdollisesti Nitrospirae-ryhmän lajeilla voisikin olla pajujen kasvua edistävää vaikutusta, 
mutta tästä ei ollut tarkempaa tutkimusta löydettävissä. 
 Pajuilla havaittiin runsaasti aktinobakteereita ja tiedetään, että typen lisäys voi nostaa 
ryhmän runsautta. Aktinobakteerit on myös yhdistetty fytoremediaatiossa kasvin parempaan 
toleranssiin kuparille, kuparin ottoon maanpäällisiin osiin, sekä kasvin juurien ja 
maanpäällisten osien kuivapainon nousuun rapsilla (Brassica napus) (Sun ym. 2010). 
Aktinobakteereilla havaittiin olevan käsittelyiden välillä eroavia ryhmiä, mutta ne olivat 
mahdollisesti joitain pieniä (< 0,01 %), tilastollisen tarkastelun ulkopuolelle jääneitä ryhmiä. 
Gudrunilta ja Torangin maatiaiselta löytyi runsaimmin Acidobakteereita, joista erityisesti 
”kandidaattiluokka 6” -alaryhmää havaittiin enemmän koealueella ja Acidobacteriia-ryhmää 
kontrollialueella. Lisätyppeä ja ravinteita koealueella saaneella ”kandidaattiluokalla 6” onkin 
aiemmissa tutkimuksissa havaittu yhteyttä maaperän orgaanisen hiilen ja kokonaistypen 
runsauteen (Li ym. 2017). Kontrollialueella ”kandidaattiluokan 6” runsaus oli lisäksi sitä 
suurempaa, mitä suurempi oli pajun biomassa eli ryhmän lajeilla voisi olla kasvin kasvua 
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edistävää vaikutusta. Acidobacteriia-ryhmän runsautta taas voi lisätä pitkän aikavälin lannoitus 
ja kalkitus (Ma ym. 2018), mutta pajuilla lisäravinteita saaneella koealueella ryhmän 
suhteellinen runsaus oli alhaisempi kuin puhtaalla kontrollialueella. Acidobacteriia-ryhmästä 
ei löydy paljoa tutkimusta, emmekä tiedä mikä vaikuttaa ryhmän runsauteen kontrollialueella. 
Toisaalta joissain tutkimuksissa acidobakteerien suhteellisen runsauden ja lajirikkauden on 
havaittu vähenevän maaperässä typen lisäyksen seurauksena (Zhang ym. 2013) ja voi olla että 
esimerkiksi typpi vaikuttaa Acidobacteriia-alaryhmän runsauteen vähentävästi. 
Kontrollialueella havaittiin runsaammin myös Armatimonadetes-bakteeriryhmää, jonka 
runsauden tiedetään myös voivan laskea typen lisäyksen seurauksena (Du ym. 2019). 
 Gemmatimonadetes ja patescibakteerit -ryhmien suhteellinen runsaus oli suurinta 
Gudrunilla ja Torangin maatiaisella. Koealueella parhaiten selviytyneellä Gudrunilla ja 
pohjoisen olosuhteisiin sopeutuneella paikallisella Torangin maatiaisella patescibakteerit 
voisivat liittyä esimerkiksi talvenkestävyyteen, sillä ryhmästä on havaittu suurta 
monimuotoisuutta esimerkiksi ikijäätiköillä (Frey ym. 2016). Gemmatimonadetes-ryhmän 
suhteellinen runsaus taas on muissa tutkimuksissa yhdistetty typen lisäykseen maaperään 
(Zhang ym. 2013). Pajuilla Gemmatimonadetes-ryhmää havaittiin kuitenkin runsaammin 
kontrollialueella, kuin lisäveden mukana typpeä ja muita ravinteita saaneella koealueella. 
Gemmatimonadetes-ryhmän bakteerien runsauden havaittiin myös kasvavan kontrollialueella 
pajujen biomassan kasvaessa ja ryhmän lajeilla voisikin olla merkitystä pajujen kasvun 
edistämisessä. Lisäveden tuoma kosteus koealueella ja toisaalta kontrollialueen sateista 
riippuvainen kuivuus ovat myös voineet vaikuttaneet mikrobiyhteisöön. Maaperän märkyys ja 
siihen liittyvä happipitoisuuden väheneminen voivat olla ainakin maaperäsienille haitallista 
(Vestberg ja Timonen 2018). Bakteeriryhmistä gemmatimonadetes yhdessä Chloroflexin 
kanssa on yhdistetty puuvillan (Gossypium hirsutum L.) ritsosfäärissä termofiilisiksi, kuivissa 
olosuhteissa hyvin menestyviksi mädättäjäbakteereita sisältäviksi ryhmiksi (Ullah ym. 2019). 
Näyttäisikin, että pajuilla Gemmatimonadetes-ryhmä ei pidä lisävedestä, vaikka saisi sen 
mukana lisätyppeä, vaan menestyy paremmin kuivemmalla kontrollialueella. Chloroflexi-
ryhmä taas ei ollut pajuilla Gemmatimonadetes-ryhmän tavoin herkkä kosteudelle, vaan 
menestyi paremmin koealueella hyötyen todennäköisesti lisäveden mukana tulleista 
ravinteista.  
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4.4 Raskasmetallien ja orgaanisten epäpuhtauksien poistoon liittyvät mikrobit 
Puhdistuskosteikoilla raskasmetallien ja epäpuhtauksien hajottamiseen ja poistoon kykenevät 
ryhmät ovat merkityksellisiä kosteikon toiminnalle. Jäteveden mukana puhdistuskosteikolle on 
tullut mm. raskasmetalleista kadmiumia (Cd), kromia (Cr), kuparia (Cu), elohopeaa (Hg), 
nikkeliä (Ni), lyijyä (Pb), uraania (U) ja sinkkiä (Zn) (Postila ym. 2018). Mahdollisia 
jätevedessä olleita orgaanisia epäpuhtauksia ja niiden määriä ei Torangin puhdistuskosteikolla 
mitattu, mutta on todennäköistä että niitä on ollut jonkin verran. Erään arvion mukaan 
jätevedenpuhdistamoille tulevista orgaanisista epäpuhtauksista noin 14 % jää edelleen 
lähteviin jätevesiin (Vieno 2014), mitä kosteikollekin syötettiin. Torangin puhdistuskosteikolle 
yhdyskuntajätevesien mukana mahdollisesti tulleista bakteereista ainakaan enterobakteereita 
(Enterobacteraceae) ja niihin kuuluvia veden puhtauden indikaattorilajeina pidettäviä 
ihmisperäisiä kolibakteereita (Escherichia coli) (Edberg ym. 2000) ei havaittu pajujen 
mikrobiyhteisöissä. Jäteveden mahdollisesti sisältämiä mikrobeita ei kuitenkaan ole tutkittu 
puhdistuskosteikolle syötettävästä vedestä (Heini Postila, suullinen tiedonanto). Mikäli 
mikrobeita tuli puhdistuskosteikolla, on kosteikko joko puhdistanut niitä, tai mikrobit ovat 
peseytyneet pois juurien pinnasta näytteiden esikäsittelyn aikana.  
 Pajuilla koealueella runsaammasta Chloroflexi-ryhmästä on tunnistettu esimerkiksi 
myrkyllistä bifenyyli-yhdistettä alentavia maaperäbakteereita (mm. Bedard 2008; Correa ym. 
2010) ja mm. Chloroflexales-alaryhmä on yhdistetty ympäristölle myrkyllisten fenolien 
hajottamiseen, mitkä voivat toimia mikrobeille hiilen lähteenä (Sánchez-González ym. 2019). 
Chloroflexi-ryhmän taksoneilla on voinut olla pajujen kasvua edistävää vaikutusta ja Torangin 
maatiaisella havaittujen Chloroflexin alaryhmien runsaus kasvoikin pajujen biomassan 
kasvaessa. Chloroflexi-pääjaksoa ja erityisesti sen suurimpia Chloroflexales- ja Roseiflexaceae 
-alaryhmiä, sekä gammaproteobakteerien Betaproteobacteriales-lahkoa havaittiin lajikkeista 
eniten Karinilla. Nämä mikrobiryhmät tukevat käsitystä Karinin soveltuvuudesta 
bioremediaatioon. Betaproteobacteriales-ryhmää näyttäisi myös olevan runsaammin 
koealueella ja ryhmän Burkholderiaceae-heimosta on tunnistettu tehokkaimpiin kuuluvat 
kloorifenoliyhdisteitä (PCB) hajottavat bakteerit (Burkholderia xenovorans ja Ralstonia 
eutropha) (Passatore ym. 2014), sekä löydetty esimerkiksi kasvua parantava bakteerilaji 
poppellilla (van der Lelie ym. 2009). Lisäksi Klaralla ja Karinilla runsaana havaittavan 
Burkholderiaceae-ryhmän Rhodoferax-suvun on todettu olevan merkittävä ravinteiden 
kierrossa ja kasvin kasvun parantamisessa (Inceoǧlu ym. 2010) ja Rhodoferax-suvusta on myös 
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havaittu typen denitrifikaatioon osallistuvia bakteerilajeja jäteveden käsittelykasveilla 
(Mcilroy ym. 2016) 
 Muita koealueella runsaampana havaittuja merkittäviä epäpuhtauksien hajottamiseen 
mahdollisesti liittyviä mikrobitaksoneita löytyy ainakin Bacteroidetes-pääjaksosta ja 
proteobakteerien Sphingomonadales- ja Xanthomonadaceae-ryhmistä. Bacteroidetes ryhmästä 
tiedetään esimerkiksi endofyyttinen bakteerilaji, joka mahdollisesti toimii hyönteismyrkkynä 
käytetyn avermectin-aineen hajottamisessa (Li ym. 2008). Sphingomonadales-lahko on 
yhdistetty PCP-yhdisteiden hajottamiseen (Nohynek ym. 1996) ja ryhmästä löytyy tiedetysti 
myös polysyklisiä aromaattisia hiilivetyjä (PAH) hajottavia bakteereita. Myös 
Xanthomonadaceae-heimosta tiedetään ainakin yksi tällainen PAH-aineita hajottava 
bakteerilaji (Luteimonas) (Bacosa ja Inoue 2015) ja molemmista Xanthomonadaceae- ja 
Sphingomonadales-ryhmistä on myös havaittu lajeja, jotka kykenevät diesel-polttoaineen 
hajotukseen (Farber ym. 2019). Mitään pajuilla löydetyistä taksonomisista sieniryhmistä ei 
havaittu jätevettä saaneella koealueella runsaampina, vaikka esimerkiksi Sordariomycetes ja 
Dothideomycetes -sieniryhmistä on muissa tutkimuksissa havaittu endofyyttisiä metalleja 
sietäviä sienilajeja fytoremediaatioon käytetyn järviruo’on (Phragmites) lehdistä (Sim ym. 
2018). Monet Sordariomycetes-ryhmän lajit (Trichoderma, Fusarium, Acremonium, 
Cunninghamella) voivat myös hajottaa maaperän orgaanisia epäpuhtauksia kuten PAH-aineita 
(Assress ym. 2019; Marchand ym. 2017). Näistä Trichodermaa ja Fusariumia löytyi pajuilla 
kuitenkin vain muutamia sekvenssejä kontrollialueelta. 
 
4.5 Pajujen versobiomassan suhde juurten mikrobiyhteisöihin 
Puhdistuskosteikolla kasvaneiden pajujen yhteenlasketut versobiomassat olivat selvästi 
suurempia kuin kontrollialueilla kasvaneiden. Yksittäisistä pajulajikkeista vain Gudrunin 
näytteiden biomassat olivat keskimäärin suurempia kuin Torangin maatiaisen. Korkean 
biomassan pajuilla runsaina havaitut mikrobiryhmät ovat paitsi puhdistuskosteikolla, 
mahdollisesti myös Gudrunilla runsaina ilmeneviä ryhmiä ja biomassan laskiessa runsaana 
havaitut mikrobiryhmät taas voivat olla kontrollialueen lisäksi Torangin maatiaiselle ominaisia 
mikrobiryhmiä. Pajuilla havaitut mikrobiryhmien positiiviset korrelaatiot biomassan kanssa 
voivat siis viitata pajulajikkeiden mikrobistojen eroihin, mutta toisaalta parhaiten kasvaneiden 
pajulajikkeiden mikrobiyhteisöissä todennäköisesti on enemmän kasvin kasvua tukevia 
mikrobivuorovaikutussuhteita, kuin huonommin kasvaneilla pajulajikkeilla. 
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 Pajujen biomassan kasvaessa latescibakteerien ja Gudrunilla Pezizaceae-sieniheimon sekä 
FCPU426-bakteeripääjakson suhteelliset runsaudet kasvoivat. Gudrunilla Pezizaceae-ryhmän 
sieniä havaittiin runsaimmin pajujen biomassan kasvaessa erityisesti koealueella ja ryhmää 
tiedetään havaittavan yleisesti ns. häirityissä ympäristöissä (Gehring ym. 1998; Saravesi ym. 
2015), joten Pezizaceae-sienitaksonit ovat mahdollisesti olleet edistämässä pajujen kasvua 
puhdistuskosteikolla. Latescibakteereita näytti olevan runsaimmin Gudrunilla ja Klaralla eli 
suurimman biomassan lajikkeilla. Korkeiden biomassojen pajuilla havaittiin keskenään hieman 
samankaltaisemmat bakteeriyhteisöt kuin matalan biomassan pajuilla. Tämän pohjalta 
tietyntyyppisten mikrobiyhteisöjen voisi tulkita tukevan pajujen kasvua parhaiten, mutta 
toisaalta isojen pajujen bakteeriyhteisöjen samankaltaisuus on todennäköisesti seurausta 
suuremman juuriston runsaammasta hiilen määrästä, mikä hyödyttää osaa mikrobiryhmistä 
enemmän kuin toisia (Hrynkiewicz ym. 2010). 
 
4.6 Aineiston luotettavuus 
Tutkimuksen tekoon liittyy aina omat epävarmuustekijänsä. Torangin tutkimusalueella 
pajukosteikolle johdettiin moninkertainen vesimäärä verrattuna kontrollialueelle tulevaan 
sadantaan, mikä yhdessä jäteveden sisältämien ravinteiden kanssa on voinut edesauttaa pajujen 
kasvua. Kontrollialueelta puuttui pajukosteikolla ollut eläimiltä suojaava aita, sinne ei tehty 
rikkakasvien poistotoimenpiteitä, eikä maaperä saanut osakseen yhtä perusteellista 
muokkausta kuin koealueella, jossa poistettiin lisäksi suurimmat kivet maa-aineksen joukosta. 
Nämä kaikki tekijät ovat voineet vaikuttaa osaltaan kontrollialueen pajunäytteiden heikompaan 
kasvuun ja selviytymiseen. 
 Puhdistuskosteikolla laitimmaisten pajujen kasvuun on voinut vaikuttaa maaperästä HPDE-
kalvolla eristämisen aiheuttama ns. reunaefekti rajoittaen mahdollisesti juurten käytössä ollutta 
maatilaa. Kosteikolla tehtiin mekaanista rikkakasvien poistoa, mutta koe- ja kontrollialueilla 
kemiallinen rikkakasvien poisto ennen pistokkaiden istutusta olisi tukenut pistokkaiden 
kasvuun lähtöä paremmin. Lyhyen aikataulun vuoksi sitä ei ehditty tehdä, sillä se olisi vaatinut 
varoajan ennen pajupistokkaiden istutusta. Nyt pistokkaat joutuivat kilpailemaan jossain 
määrin muiden kasvien kanssa, ja tämä on voinut vaikuttaa erityisesti hennoimpien Torangin 
maatiaisen pistokkaiden selviytymiseen kontrollialueella. 
 Lisäksi näytteiden käsittelyssä ennen DNA:n eristystä (juurten sulatus, puhdistus ja 
näytejuurien valinta) oli mukana useampia henkilöitä, mikä on voinut vaikuttaa näytteiden 
samankaltaisuuteen. Erityisesti juurten puhdistus vedellä mullasta on voinut vaikuttaa juuren 
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ulkopuolisten symbionttien eli ektosfäärimikrobien määrään näytteissä. Myös pajujen juuriston 
koko vaihteli, juuristoa pääjuuresta irrotettaessa kaikissa näytteissä ei ollut riittävästi hienoa 
juurta, vaan osaan näytteistä tuli väistämättä hieman enemmän vahvempaa juuristoa. 
 Tutkimustulosten selkeyden kannalta mahdollisimman suuri näytemäärä olisi ihanteellinen. 
Pajunäytteiden lukumäärä oli alhainen erityisesti kontrollialueen pajulajikkeilla ja osa 
(lm)testeistä jätettiinkin sen vuoksi huomiotta. Myös NMDS-ordinaatioista olisi voinut 
isommalla aineistolla saada selkeämpiä tuloksia ja esimerkiksi ANCOM-analyysinkin 
herkkyys on pienissä aineistoissa (<20 näytettä ryhmä) alentunut (Weiss ym. 2017). 
 
4.7 Ehdotuksia jatkotutkimukseen 
Tutkimuksen pajujen puhdistuskosteikko oli toiminnassa kaksi kasvukautta. Pajujen kasvu 
nuoruusvaiheen yli ja ”toimivimman” mikrobiston vakiintuminen voi viedä pitkän aikaa ja 
toisaalta tulevan jäteveden laadussa voi olla vaihtelua vuosien välillä. Tutkimuksen pajuja ei 
harvennettu ennen mikrobistoselvitystä ja eri pajulajikkeilla voi olla erilaisia vasteita 
harvennukseen, joka vaikuttaa juuristomikrobeihin laidunnuksen lailla lehvästön vähenemisen 
kautta. Kosteikkopajujen eri ikäkaaren vaiheiden tarkastelu voisikin antaa lisätietoa eri 
lajikkeiden mikrobistojen muutoksesta ja toimintakyvystä kosteikon perustamisvaiheessa, 
ensimmäisten käyttöönottovuosien ja harvennusten aikana, sekä myöhemmissä vaiheissa 
valottaen optimaalista ikävaihetta, jolloin kosteikkopajujen toimintakyvyn lasku vaatii joko 
koko kosteikon (maa-alueineen) tai puhdistukseen käytettyjen pajujen uudistamisen. Yhdisteet, 
joita biopajut eivät mahdollisesti kykene hajottamaan/ottamaan, voivat kertyä maaperään 
kosteikkopajujen toimintaa pitkällä aikavälillä haitaten. Maaperällä on muutenkin suuri 
vaikutus kasvien kasvuun ja mikrobiyhteisöjen muodostumiseen. Kaikki remediaatiokasvit 
eivät toimi kaikissa ympäristöissä, mutta mahdollisesti maaperä-, jätevesityyppi- ja 
puhdistuskasvikohtaisesti optimoidut mikrobikäsittelyt, voisivat tulevaisuudessa antaa vahvaa 
tukea kosteikkolajikkeiden toiminnalle. Pajuilta löytyvien mikrobitaksonien tutkimisen lisäksi 
puhdistuskosteikoilla voitaisiinkin selvittää yhä tarkemmin havaittujen mikrobitaksonien 
toiminnallista merkitystä ravinteiden, raskasmetallien ja muiden haitallisten aineiden 
poistamisessa ja hajottamisessa. 
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5 JOHTOPÄÄTÖKSET 
Pajujen juurten mikrobiyhteisön selvitystyö vahvisti tutkituilla pajulajikkeilla olevan monia 
sellaisia mikrobiryhmiä, joilla on myös aiemmissa tutkimuksissa havaittu merkittävää yhteyttä 
biopuhdistukseen. Useat pajuilla koealueella runsaampana havaitut taksonomiset ryhmät 
liittyivät epäpuhtauksien, kuten fenolien tai PCB-aineiden hajottamiseen, ravinteiden 
kiertoon/ottoon tai poistamiseen maaperästä, sekä kasvien parempaan kasvuun. 
Kontrollialueella runsaampana havaitut taksonit liittyivät esimerkiksi kuivuuden sietoon, 
orgaanisen aineen hajottamiseen tai ravinteiden, kuten typen kiertoon. 
 Pajulajikkeista Gudrunin bakteeriyhteisö poikkesi merkittävästi Karinin ja Klaran 
bakteeriyhteisöjä monipuolisempana useiden diversiteetti-indeksiarvojen suhteen. 
Sieniyhteisöistä havaittiin vain yksittäisiä tilastollisesti merkitsevästi poikkeavia taksoneita. 
Torangin maatiaisella monet muita lajikkeita runsaampana havaitut taksonomiset ryhmät olivat 
yhteisiä Gudrun lajikkeen kanssa ja mahdollisesti liittyvät pajujen parempaan selviytymiseen 
pohjoisissa olosuhteissa ja koealueen kaltaisessa maaperässä. Gudrunin ja Torangin maatiaisen 
bakteeriyhteisöjen samankaltaisuus voisikin kertoa Gudrun-lajikkeen hyvästä 
sopeutumiskyvystä uuteen kasvuympäristöön. Samansukuisten Klaran ja Karinin 
mikrobistoissa taas oli molemmilla runsaasti orgaanisen aineksen hajotukseen osallistuvia 
mikrobiryhmiä. Näistä Klara oli bakteeriyhteisöltään hieman lähempänä Gudrunia sisältäen 
Karinia enemmän mm. typen kiertoon yhdistettyjä bakteeritaksoneita. 
 Lajikkeista Gudrun, Karin ja Klara ovat jalostettuja ja useiden tutkimusten parhaimmistoon 
kuuluneita lajikkeita kasvultaan ja talvenkestävyydeltään, Gudrun yhtenä parhaimmista. 
Pajukosteikolta saatujen tulosten perusteella tässäkin tutkimuksessa parhaiten kasvultaan ja 
selviytymiseltään menestynyt Gudrun olisikin selkeästi suositeltavin biopuhdistukseen, vaikka 
myös Karin ja Klara -lajikkeet voivat toimia hyvin. Torangin maatiaisen bakteeriyhteisön 
lajirikkaus, monimuotoisuus ja samankaltaisuus vaikuttivat myös lupaavilta ollen jopa 
parempia kuin Karinilla, mutta lajikkeen biomassan tuotto ja selviytymisprosentti jäivät tässä 
tutkimuksessa todella heikoiksi. Tähän on oletettavasti vaikuttanut pistokkaiden pienempi 
koko ja lajike voi myös olla luonnostaan kasvultaan alempaa. Lisäksi, vaikka Torangin 
maatiaisella oli paikallisena lajikkeena ”kotikenttäetu” symbionttisten mikrobisuhteiden 
muodostamisessa, ei monipuolinen ja lajirikas mikrobiyhteisö yksistään takaa lajikkeen 
menestymistä kasvatusolosuhteissa. 
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LIITTEET 
Kuvat ja taulukot 
Taulukko L1. Sienien PCR reaktioliuoksen koostumus 
Templaatti-DNA (5 ng/μl) 1,5 μl 
Etu-aluke (fITS7b*) (2 μM)  1,5 μl 
Taka-aluke (ITS4-barcode*) (2 μM) 1,5 μl 
dNTP (10 mM) 0,3 μl 
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase DNA-
polymeraasi (2U/μl) 
0,15 μl 
5 × Phusion HF Buffer reaktiopuskuri 3 μl 
H2O (ster. vesi)  7,05 μl 
Tilavuus yhteensä 15 μl 
*Ion Torrent adapteri mukana 
 
Taulukko L2. Bakteerien PCR reaktioliuoksen koostumus 
Templaatti-DNA (5 ng/ μl) 1,5 μl 
Etu-aluke (519FM-barcode*) (5 μM) 0,6 μl 
Taka-aluke (926rP1*) (2 μM) 1,5 μl 
dNTP (10 mM) 0,3 μl 
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase DNA-
polymeraasi (2U/μl) 
0,15 μl  
5 × Phusion GC Buffer reaktiopuskuri  3 μl 
DMSO (100 %) 0,45 μl 
H2O (ster. vesi) 7,5 μl 
Tilavuus yhteensä 15 μl 
*Ion Torrent adapteri mukana 
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Taulukko L3. Mikrobisekvenssien näytekohteiset lukumäärät QIIME2-prosessin eri vaiheissa. 
  BAKTEERIT SIENET 
  Viivakoodi 
erottelu 
DADA2 
kloro-
/mitoDNA 
poisto 
Viivakoodi 
erottelu 
DADA2 
alle 100 
emäsparia 
poisto   
Näyte/yht. 1170118 977361 527717 480163 261680 211877 
G12 42080 34825 22790 37804 13533 12891 
G28 48027 39163 25867 21346 10786 8260 
G3 31691 27169 14948 20559 13689 12939 
G36 58646 47518 36654 23562 15758 15758 
G44 69995 57939 42205 16836 8655 6657 
GR10 48598 40416 28467 15726 10171 10144 
GR12 55309 43162 32220 21818 11943 11891 
GR15 43138 36274 22011 19375 9350 7225 
GR17 38123 31065 17852 14127 9317 101 
GR9 35261 29412 16223 14723 7135 5125 
Ka21 44804 35200 21193 17089 10568 3187 
Ka29 39455 33061 17752 16239 10614 3135 
Ka4 29461 24537 6869 21 11 11 
Ka45 39097 30808 14169 14977 8931 1408 
Ka8 26586 23679 3812 16914 8630 7647 
KaaRe1 43813 34405 20719 14837 6382 5621 
KL11 33171 28376 11944 9286 5617 5617 
KL19 28087 24817 5909 16824 10413 10391 
KL31 23962 21108 9171 14815 7945 7130 
Kl39 32927 28980 6950 15935 9462 8670 
KL6 32659 29088 10424 12 7 7 
KlR2 34879 30199 15007 13211 7916 7822 
KlR5 34612 29412 15104 164 96 96 
KlR7 33833 27875 13611 16027 8689 7290 
TM3.18 23340 20230 8822 13805 6836 6836 
TM30 32614 28495 9859 23377 13008 12958 
TM38 48033 39363 24509 15338 7757 7757 
TM42 32703 28678 12135 19979 10461 8984 
TM5 36473 31832 15084 17661 9469 9469 
TMR11 48741 40275 25437 17776 8531 6850 
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Taulukko L4. Sienten toiminnalliset ryhmät FUNGuild -työkalun (Nguyen ym. 2016) ekologisiin funktioihin (Guild) ja trofiatasoon (Trophic Mode) pohjautuen. 
TOIMINNALLINEN RYHMÄ GUILD1 TROPHIC MODE1 
Ektomykorritsa (pintasienijuuri) **   
   Ektomykorritsaa muodostavat kotelosienet Dung Saprotroph-Ectomycorrhizal-Litter Saprotroph-Undefined Saprotroph Saprotroph-Symbiotroph 
 Ectomycorrhizal-Fungal Parasite-Plant Pathogen-Wood Saprotroph Saprotroph-Symbiotroph 
 Ectomycorrhizal Symbiotroph 
   Ektomykorritsaa muodostavat kantasienet Ectomycorrhizal Symbiotroph 
Erikoidimykorritsa (kanervasienijuuri) 
kotelosienet * Bryophyte Parasite-Ectomycorrhizal-Ericoid Mycorrhizal-Undefined Saprotroph Pathotroph-Saprotroph-Symbiotroph 
 Bryophyte Parasite-Ectomycorrhizal-Ericoid Mycorrhizal-Undefined Saprotroph-Wood Saprotroph Pathotroph-Saprotroph-Symbiotroph 
 Ectomycorrhizal-Endophyte-Ericoid Mycorrhizal-Litter Saprotroph-Orchid Mycorrhizal Saprotroph-Symbiotroph 
Orkideamykorritsa (kämmekkäsienijuuri) 
kantasienet * Orchid Mycorrhizal Symbiotroph 
Muut symbiotrofit   
   Muut symbionttiset kotelosienet Endophyte-Plant Pathogen-Wood Saprotroph Pathotroph-Saprotroph-Symbiotroph 
 Endophyte-Plant Pathogen Pathotroph-Symbiotroph 
 Dung Saprotroph-Endophyte-Litter Saprotroph-Undefined Saprotroph Saprotroph-Symbiotroph 
 Endophyte-Undefined Saprotroph-Wood Saprotroph Saprotroph-Symbiotroph 
 Endophyte Symbiotroph 
   Muut symbionttiset kantasienet Endomycorrhizal-Plant Pathogen-Undefined Saprotroph Pathotroph-Saprotroph-Symbiotroph 
   Muut symbionttiset Glomeromycotat Arbuscular Mycorrhizal Symbiotroph 
   Muut symbionttiset Mortierellomycotat Endophyte-Litter Saprotroph-Soil Saprotroph-Undefined Saprotroph Saprotroph-Symbiotroph 
Jäkälöityneet sienet   
   Jäkälöityneet kotelosienet Animal Pathogen-Endophyte-Fungal Parasite-Lichen Parasite-Plant Pathogen-Wood Saprotroph Pathotroph-Saprotroph-Symbiotroph 
 Animal Pathogen-Endophyte-Lichen Parasite-Plant Pathogen-Soil Saprotroph-Wood Saprotroph Pathotroph-Saprotroph-Symbiotroph 
 Animal Pathogen-Endophyte-Lichen Parasite-Plant Pathogen-Wood Saprotroph Pathotroph-Saprotroph-Symbiotroph 
 Endophyte-Lichen Parasite-Undefined Saprotroph Pathotroph-Saprotroph-Symbiotroph 
   Jäkälöityneet kantasienet Epiphyte-Leaf Saprotroph-Lichen Parasite-Lichenized-Plant Pathogen-Wood Saprotroph Pathotroph-Saprotroph-Symbiotroph 
Saprotrofit (lahottaja)   
   Saprotrofit kotelosienet Animal Pathogen-Fungal Parasite-Undefined Saprotroph Pathotroph-Saprotroph 
 Animal Pathogen-Undefined Saprotroph Pathotroph-Saprotroph 
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 Dung Saprotroph Saprotroph 
 Dung Saprotroph-Undefined Saprotroph Saprotroph 
 Plant Saprotroph-Wood Saprotroph Saprotroph 
 Soil Saprotroph Saprotroph 
 Undefined Saprotroph Saprotroph 
 Undefined Saprotroph-Wood Saprotroph Saprotroph 
 Wood Saprotroph Saprotroph 
   Saprotrofit kantasienet Fungal Parasite-Undefined Saprotroph Pathotroph-Saprotroph-Symbiotroph 
 Dung Saprotroph-Plant Saprotroph-Wood Saprotroph Saprotroph 
 Soil Saprotroph Saprotroph 
 Undefined Saprotroph Saprotroph 
 Wood Saprotroph Saprotroph 
Patotrofit (taudinaiheuttaja)   
   Patotrofit kotelosienet Plant Pathogen Pathotroph 
 Animal Pathogen-Plant Pathogen-Undefined Saprotroph Pathotroph-Saprotroph 
 Fungal Parasite-Plant Pathogen-Plant Saprotroph Pathotroph-Saprotroph 
 Plant Pathogen-Plant Saprotroph Pathotroph-Saprotroph 
 Plant Pathogen-Undefined Saprotroph Pathotroph-Saprotroph 
   Patotrofit kantasienet Litter Saprotroph-Plant Pathogen Pathotroph 
 Plant Pathogen Pathotroph 
Määrittelemätön funktio   
   Määrittelemättömät kotelosienet - - 
   Määrittelemättömät kantasienet - - 
   Määrittelemättömät tuntemattomat sienet - - 
* sisäsienijuuri 
** pintasienijuuri 
1 FUNGuild:sta saadut kategoriat
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Kuva L1. NMDS-paikkaordinaatiokuva sienille, jossa näytteet 12 (Ka45=Koe-Karin) ja 14 (KaaRe1=Ref-Karin) 
mukana. Näytteet 12 ja 14 sijaitsevat laidoilla, kaikki muut näytteet keskellä. 
 
Taulukko L5. Bakteerien NMDS-yhteisöordinaatioihin sovitetut ympäristömuuttujat ja korrelaatiot eri 
akseleiden suhteen, sekä niiden r- ja p-arvot. NMDS1 = sijainti x-akselilla, NMDS2 = sijainti y- akselilla, r2 = 
korrelaatiokerroin, p = merkitsevyysarvo. P-arvojen merkitsevyysvälit: (.) p < 0,1; (*) p < 0,05; (**) p < 0,01. 
 MUUTTUJA NMDS1 NMDS2 r2 p   
  Acidobacteriia (luokka) 0,212373 0,977189 0,170505 0,09 . 
    Solibacterales (lahko) 0,112981 0,993597 0,158255 0,094 . 
      Solibacteraceae (alaryhmä 3) (heimo) 0,112981 0,993597 0,158255 0,094 . 
  kandidaattiluokka 6 (luokka) -0,61769 -0,78642 0,162968 0,08 . 
aktinobakteerit (pääjakso) -0,84251 -0,53868 0,186874 0,054 . 
    Micrococcales (lahko) -0,24228 -0,97021 0,232811 0,032 * 
      Microbacteriaceae (heimo) -0,25692 -0,96643 0,224822 0,042 * 
Bacteroidetes (pääjakso) -0,73749 -0,67536 0,35859 0,006 ** 
  Bacteroidia (luokka) -0,73758 -0,67525 0,360939 0,006 ** 
    Cytophagales (lahko) -0,6879 -0,7258 0,278413 0,018 * 
      Microscillaceae (heimo) -0,72011 -0,69386 0,304822 0,014 * 
Chloroflexi (pääjakso) -0,9675 -0,25286 0,282076 0,016 * 
  Chloroflexia (luokka) -0,97307 -0,23051 0,273542 0,038 * 
    Chloroflexales (lahko) -0,98823 -0,15296 0,271912 0,041 * 
      Roseiflexaceae (heimo) -0,99223 -0,12441 0,276859 0,043 * 
  KD4.96 (luokka) -0,9457 -0,32505 0,162477 0,076 . 
proteobakteerit (pääjakso) 0,910129 0,414325 0,277903 0,012 * 
        Devosia (suku) -0,92333 -0,384 0,17753 0,08 . 
      Hyphomicrobiaceae (heimo) 0,081585 -0,99667 0,208038 0,046 * 
    Sphingomonadales (lahko) -0,05131 -0,99868 0,321011 0,008 ** 
      Sphingomonadaceae (heimo) -0,05131 -0,99868 0,321011 0,008 ** 
        Novosphingobium (suku) -0,13805 -0,99042 0,276555 0,025 * 
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    Myxococcales (lahko) -0,95853 0,284991 0,191945 0,04 * 
  gammaproteobakteerit (luokka) 0,56931 0,822123 0,228842 0,059 . 
    Betaproteobacteriales (lahko) 0,718916 0,695097 0,200221 0,086 . 
        Rhizobacter (suku) 0,296005 0,955186 0,18729 0,061 . 
        Rhodoferax (suku) 0,921615 -0,3881 0,168235 0,09 . 
    Gammaproteobacteria i.s. (lahko) -0,60394 -0,79703 0,287566 0,016 * 
        Acidibacter (suku) -0,60474 -0,79643 0,308313 0,012 * 
    Xanthomonadales (lahko) 0,245745 0,969334 0,290276 0,009 ** 
      Rhodanobacteraceae (heimo) 0,187394 0,982285 0,506398 0,001 ** 
        Rhodanobacter (suku) 0,18843 0,982087 0,621833 0,001 ** 
      Xanthomonadaceae (heimo) -0,06422 -0,99794 0,273093 0,02 * 
ANAGLYCOLYSIS.PWY -0,77827 -0,62793 0,184304 0,063 . 
ARGSYNBSUB.PWY 0,583771 0,811918 0,248584 0,024 * 
DAPLYSINESYN.PWY 0,824461 0,565918 0,172285 0,082 . 
FAO.PWY 0,343438 0,939175 0,164316 0,097 . 
GLUTORN.PWY 0,53703 0,843563 0,228919 0,027 * 
GLYCOLYSIS -0,99207 0,12567 0,193969 0,051 . 
HSERMETANA.PWY 0,491014 0,871152 0,357642 0,002 ** 
NONOXIPENT.PWY -0,68803 -0,72568 0,175573 0,089 . 
PWY.2942 -0,75126 -0,66001 0,295057 0,011 * 
PWY.5345 0,336249 0,941773 0,170634 0,065 . 
PWY.5659 -0,62312 -0,78213 0,305782 0,005 ** 
PWY.7094 0,326199 0,945301 0,171135 0,091 . 
SO4ASSIM.PWY 0,655279 0,755387 0,268948 0,013 * 
SULFATE.CYS.PWY 0,707504 0,70671 0,281993 0,012 * 
Pilou Evenness -0,54807 -0,83643 0,225967 0,037 * 
 
Taulukko L6. Sienien NMDS-yhteisöordinaatioihin sovitetut ympäristömuuttujat ja korrelaatiot eri akseleiden 
suhteen, sekä niiden r- ja p-arvot. NMDS1 = sijainti x-akselilla, NMDS2 = sijainti y-akselilla, r2 = 
korrelaatiokerroin, p = merkitsevyysarvo. P-arvojen merkitsevyysvälit: (.) p < 0,1; (*) p < 0,05; (**) p < 0,01. 
MUUTTUJA NMDS1 NMDS2 r2 p  
kotelosienet (pääjakso) 0,866306 -0,49951 0,336087 0,014 * 
      Leotiaceae (heimo) 0,554685 0,83206 0,264778 0,058 . 
  Pezizomycetes (luokka) 0,675558 -0,73731 0,249351 0,052 . 
    Pezizales (lahko) 0,675558 -0,73731 0,249351 0,052 . 
      Pyronemataceae (heimo) 0,258138 -0,96611 0,328965 0,014 * 
        Geopora (suku) 0,258062 -0,96613 0,328705 0,014 * 
    Sebacinales (lahko) 0,346538 0,938036 0,304744 0,016 * 
      Serendipitaceae (heimo) 0,319257 0,947668 0,294738 0,017 * 
        Serendipita (suku) 0,302874 0,953031 0,289991 0,02 * 
   Ektomykorritsa kotelosienet 0,675209 -0,73763 0,249951 0,052 . 
   Ektomykorritsa kantasienet -0,98838 -0,15203 0,217865 0,064 . 
Orkideamykorritsa kantasienet 0,302874 0,953031 0,289991 0,02 * 
Pilou Evenness 0,544411 0,838818 0,355748 0,011 * 
kuivabiomassa -0,57435 0,818608 0,279724 0,05 . 
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Taulukko L7. Pajunäytteiden biomassat kasvupaikan (koe/kontrolli) ja lajikkeen (Gudrun/Karin/Klara/Torangi) 
mukaan esitettyinä. Torangi = Torangin maatiainen. 
KOE KONTROLLI (REF) 
näyte lajike kuivabiomassa (g) näyte lajike kuivabiomassa (g) 
G44 Gudrun 825,02 GR9 Gudrun 56,00 
G12 Gudrun 482,39 GR10 Gudrun 27,94 
G3 Gudrun 55,62 GR12 Gudrun 11,74 
G36 Gudrun 10,69 GR15 Gudrun 9,30 
G28 Gudrun 1,78 GR17* Gudrun 3,51 
Ka8 Karin 286,51 KaaRe1** Karin 0,72 
Ka45** Karin 260,12       
Ka29 Karin 116,70       
Ka21 Karin 16,39       
Ka4* Karin 11,64       
Kl39 Klara 406,28 KlR5* Klara 5,27 
KL19 Klara 236,04 KlR2 Klara 5,08 
KL31 Klara 29,79 KlR7 Klara 1,42 
KL6* Klara 26,62       
KL11 Klara 0,53       
TM42 Torangi 36,04 TMR11 Torangi 3,47 
TM30 Torangi 8,50       
TM38 Torangi 4,57       
TM3,18 Torangi 0,87       
TM5 Torangi 0,33       
*näytteestä ei saatu eristettyä riittävästi sienisekvenssejä sienianalyysejä varten. 
**sienien tilastollisista testeistä (poikkeus sieniyhteisöjen pylväskaavio-kuvat 12 ja 13) pois jätetyt näytteet 
 
Taulukko L8. Bakteerien diversiteetti-indeksien lineaaristen mallien (lm) ANOVA-merkitsevyystestien F-arvot 
ja p-arvojen merkitsevyysvälit. Lyhenteet: L = lajike, K = käsittely, B = biomassa, x = muuttujien yhdysvaikutus 
mallissa. p-arvojen merkitsevyysvälit: ( ) p < 0,1; (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001; (NS) – ei merkitsevä. 
DIVERSITEETTI INDEKSIT L K B L x K L x B K x B L x K x B 
Species Richness 8,0183** NS NS NS NS NS NS 
Pilou Evenness NS NS NS NS NS NS NS 
Simpson 3,9602* NS NS NS NS NS NS 
Inverted Simpson 4,6900* NS 5,0783* NS NS NS NS 
Shannon-Weaver 9,2278*** NS NS NS NS NS NS 
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Taulukko L9. Bakteeritaksonien lineaaristen mallien (lm) ANOVA-merkitsevyystestien F-arvot ja p-arvojen 
merkitsevyysvälit. Lyhenteet: % = taksonin prosentuaalinen osuus koko datasta, L = lajike, K = käsittely, B = 
biomassa, x = muuttujien yhdysvaikutus lm-mallissa. p-arvojen merkitsevyysvälit: ( ) p < 0,1; (*) p < 0,05; (**) 
p < 0,01; (***) p < 0,001; (NS) – ei merkitsevä. 
BAKTEERI TAKSONI % L K B L x K L x B K x B L x K x B 
acidobakteerit (pääjakso) 9,8 3,529* NS NS 2,523 NS 5,359* NS 
  Acidobacteriia (luokka) 2,1 NS 21,192*** NS 5,541**  NS NS NS 
    Solibacterales (lahko) 1,1 6,712* 7,994* NS 3,172 NS NS NS 
      Solibacteraceae (alaryhmä 3) (heimo) 1,1 2,820 7,994* NS 3,172 NS NS NS 
  Thermoanaerobaculia (luokka) 2,1 NS 3,233 NS NS NS NS NS 
    Thermoanaerobaculales (lahko) 2,1 NS 3,233 NS NS NS NS NS 
      Thermoanaerobaculaceae (heimo) 2,1 NS 3,233 NS NS NS NS NS 
        kandidaattisuku 10 (suku) 2,1 NS 3,243 NS NS NS NS NS 
  kandidaattiluokka 6 (luokka) 2,7 NS 8,985** NS NS NS 5,372*  NS 
  kandidaattiluokka 17 (luokka) 1,3 3,074 NS NS NS NS 4,184 NS 
aktinobakteerit (pääjakso) 9,3 NS NS NS NS NS NS NS 
  Thermoleophilia (luokka) 1,4 NS NS 3,134 NS NS NS NS 
Armatimonadetes (pääjakso) 0,7 NS 18,148*** NS 2,792 2,970 NS NS 
Bacteroidetes (pääjakso) 6,3 NS 4,922* NS NS NS NS NS 
  Bacteroidia (luokka) 6,2 NS 4,690* NS NS NS NS NS 
    Chitinophagales (lahko) 2,2 4,120* NS NS NS NS NS NS 
      Chitinophagaceae (heimo) 1,9 3,058 NS NS NS 2,589 NS NS 
Chloroflexi (pääjakso) 4,1 3,405*  10,158** NS NS NS NS NS 
  Chloroflexia (luokka) 1,3 3,225 11,622** NS NS 6,633** NS NS 
    Chloroflexales (lahko) 1,3 3,490*  10,679** NS NS 6,981** NS NS 
      Roseiflexaceae (heimo) 1,2 3,430*  8,760** NS NS 5,958** NS NS 
Dependentiae(pääjakso) 0,0 NS NS NS 3,251* NS NS NS 
Elusimicrobia (pääjakso) 0,0 NS NS NS 2,598 NS NS NS 
FCPU426 (kandidaattipääjakso) 0,0 3,735* NS 5,815* NS NS NS 3,231 
Firmicutes (pääjakso) 0,6 NS NS 5,000* NS NS NS NS 
Gemmatimonadetes (pääjakso) 1,0 5,184*  6,476*  4,400 NS NS 13,187** NS 
  Gemmatimonadetes (luokka) 1,0 5,112*  6,456*  4,381 NS NS 13,083** NS 
    Gemmatimonadales (lahko) 1,0 5,112*  6,456*  4,381 NS NS 13,083** NS 
      Gemmatimonadaceae (heimo) 1,0 5,112*  6,456*  4,381 NS NS 13,083** NS 
latescibakteerit (pääjakso) 0,0 2,877 NS 5,411* NS NS NS NS 
Nitrospirae (pääjakso) 0,2 NS 8,107* 6,641* NS 2,937 NS NS 
patescibakteerit (pääjakso) 0,1 7,182** NS NS NS NS NS NS 
Planctomycetes (pääjakso) 1,4 4,497* 4,637* NS NS NS NS NS 
  Planctomycetacia (luokka) 1,3 4,279* 4,694* NS NS NS NS NS 
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Taulukko L9 jatkuu Bakteeritaksonien lineaaristen mallien (lm) ANOVA-merkitsevyystestien F-arvot ja p-
arvojen merkitsevyysvälit. Lyhenteet: % = taksonin prosentuaalinen osuus koko datasta, L = lajike, K = käsittely, 
B = biomassa, x = muuttujien yhdysvaikutus lm-mallissa. p-arvojen merkitsevyysvälit: ( ) p < 0,1; (*) p < 0,05; 
(**) p < 0,01; (***) p < 0,001; (NS) – ei merkitsevä. 
BAKTEERI TAKSONI % L K B L x K L x B K x B L x K x B 
proteobakteerit (pääjakso) 65,2 2,967 NS NS NS NS NS NS 
  alfa-proteobakteerit (luokka) 25,9 3,869* 3,176 NS NS NS NS NS 
    Rhizobiales (lahko) 18,0 4,08*   25,344*** NS NS NS 4,731*   3,654 
      Beijerinckiaceae (heimo) 2,7 NS 10,768** NS NS NS NS NS 
      Devosiaceae (heimo) 1,6 NS 12,776** NS NS 4,894*  NS NS 
        Devosia (suku) 1,3 NS 10,612** NS NS 3,576*  NS NS 
      Hyphomicrobiaceae (heimo) 1,5 NS 4,820* NS NS NS NS NS 
        Hyphomicrobium (suku) 1,2 NS 9,365** NS NS NS NS NS 
      Rhizobiaceae (heimo) 2,6 NS NS NS NS NS NS 3,590 
        Allorhizobium-Neorhizobium- 
Pararhizobium-Rhizobium (suku) 1,8 NS NS NS NS NS NS 3,516 
      Rhizobiales i.s. (heimo) 1,5 NS 6,075* NS NS NS NS NS 
      Xanthobacteraceae (heimo) 6,8 NS NS NS NS NS NS NS 
        Bradyrhizobium (suku) 1,6 NS 7,174* NS NS NS NS NS 
    Sphingomonadales (lahko) 2,1 NS 6,712* NS NS NS NS NS 
      Sphingomonadaceae (heimo) 2,1 NS 6,712* NS NS NS NS NS 
        Novosphingobium (suku) 1,2 NS 11,221** NS NS NS NS NS 
  gammaproteobakteerit (luokka) 36,2 2,660 NS NS NS NS NS NS 
    Betaproteobacteriales (lahko) 25,0 3,883* NS NS NS NS NS NS 
      Burkholderiaceae (heimo) 19,4 2,818 NS NS NS NS NS NS 
        Rhodoferax (suku) 2,8 5,913** NS NS 3,715*  NS NS NS 
      Nitrosomonadaceae (heimo) 1,7 4,107* NS 5,410* 3,216 2,856 3,565 NS 
    Gammaproteobacteria i.s. (lahko) 1,7 NS 3,916 NS NS NS NS NS 
      tuntematon heimo (heimo)                 
        Acidibacter (suku) 1,6 NS 3,777 NS NS NS NS NS 
    Xanthomonadales (lahko) 6,7 NS NS NS NS NS NS NS 
      Rhodanobacteraceae (heimo) 5,1 NS NS NS NS NS NS NS 
        Dokdonella (suku) 1,2 NS 8,039* NS NS NS NS NS 
      Xanthomonadaceae (heimo) 1,6 NS 5,019* NS NS NS NS NS 
        Arenimonas (suku) 1,0 NS 24,507*** NS NS NS NS NS 
WPS.2 (kandidaattipääjakso) 0,0 NS NS 3,719 8,313**  NS NS 43,008*** 
tunnistamattomat bakteerit 0,1 3,749*   34,818*** 7,823*   16,291*** NS 7,075*   NS 
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Taulukko L10. Käsittely- ja pajulajikekohtaiset lineaaristen mallien (lm) ANOVA-merkitsevyystestien F-arvot ja p-arvojen merkitsevyysvälit niille bakteeritaksoneille, joilla 
havaittiin yhdysvaikutuksia taulukoissa L9 esitetyissä merkitsevyystestauksissa. Karin ja Torangin maatiainen -lajikkeille ei saatu KxB yhdysvaikutusta, koska kontrollialueelta 
lajikkeita oli vain yksi näyte. Tyhjät rivit/lisänimet ovat taksonomisen selkeyden vuoksi lisättyjä yläryhmiä. Lyhenteet: L = lajike, K = käsittely, B = biomassa, x = muuttujien 
yhdysvaikutus lm-mallissa. p-arvojen merkitsevyysvälit: ( ) p < 0,1; (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001; (NS) – ei merkitsevä; (-) – ei havaittu bakteeriryhmän lajeja. 
  Koe Kontrolli Gudrun Karin Klara Torangi 
BAKTEERI TAKSONI L B L x B L B L x B K B K x B K B K B K x B K B 
acidobakteerit NS NS NS NS NS NS NS NS 5,289 NS NS NS NS NS NS NS 
Acidobacteriia NS NS NS 12,769* NS NS NS NS NS 22,145* NS NS NS NS 15,313* NS 
Solibacterales NS NS NS 6,537 NS NS NS NS NS 6,360 NS NS NS NS 17,013* NS 
Solibacteraceae (alaryhmä 3) NS NS NS 6,537 NS NS NS NS NS 6,360 NS NS NS NS 17,013* NS 
kandidaattiluokka 6 NS NS NS 25,385**  
103,155**
* 8,717*   19,480** 6,705*  
21,031*
* NS NS 42,982** NS 7,318 NS NS 
kandidaattiluokka 17 NS NS NS 7,697* 13,385* NS NS NS 12,259* NS NS NS NS NS NS NS 
Armatimonadetes NS NS NS 7,054* NS NS 23,208** NS NS 48,142** 
24,723
*  NS 
5,363
3 NS NS NS 
Bacteroidetes: 
Chitinophagaceae NS NS 2,650 NS NS NS NS NS NS NS 
10,856
* NS NS NS NS NS 
Chloroflexi: 
Chloroflexia NS NS 
6,129*
* NS NS NS 4,236 NS NS NS 5,643 6,276 NS NS 52,299** 
77,080*
* 
Chloroflexales 2,614 NS 
6,319*
* NS NS NS NS NS NS NS 6,116 6,564 NS NS 27,069* 30,577* 
Roseiflexaceae 2,672 NS 5,426* NS NS NS NS NS NS NS 5,849 6,704 NS NS 13,152* 8,699 
Dependentiae NS NS NS NS NS NS NS NS NS 
1,0e+32**
* NS NS NS NS NS 
58,727*
* 
Elusimicrobia NS NS NS 4,339 NS NS NS NS NS 
4,4e+33**
* NS NS NS NS NS NS 
FCPU426 3,273 4,056 NS 
400,726**
* 10,847*   
2072,260**
* NS 14,115** NS - - NS NS NS NS NS 
Gemmatimonadetes 2,974 4,057 NS NS 8,285* NS NS NS 7,588* 14,445* NS NS NS NS 14,571* NS 
Gemmatimonadetes 2,900 4,006 NS NS 8,285* NS NS NS 7,588* 14,445* NS NS NS NS 13,483* NS 
Gemmatimonadales 2,900 4,006 NS NS 8,285* NS NS NS 7,588* 14,445* NS NS NS NS 13,483* NS 
Gemmatimonadaceae 2,900 4,006 NS NS 8,285* NS NS NS 7,588* 14,445* NS NS NS NS 13,483* NS 
Nitrospirae NS 
5,071
* NS NS 25,569** 38,180** 
64,138**
* 
75,382**
* NS NS 
11,296
* NS NS NS NS 
39,456*
* 
proteobakteerit                                 
Rhizobiales NS NS NS NS NS NS 10,540* NS NS NS NS 58,707** NS 14,386*  NS NS 
Devosiaceae NS NS 3,860* NS NS NS 11,605* NS NS NS NS NS NS NS 5,760 11,160* 
Devosia NS NS 2,803 NS NS 17,492* 12,108* NS NS NS NS NS NS NS NS NS 
Rhizobiaceae NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 
Allorhizobium-Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 
Gammaproteobakteerit: 
Rhodoferax 
4,183
* NS NS 5,683 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 
Nitrosomonadaceae 
3,875
* 4,208 3,234 NS NS NS 6,981*  14,448** 7,120*  30,711* NS NS NS NS NS NS 
WPS.2 3,133 
5,118
* NS 
243,496**
* 10,85*   
2072,259**
* NS NS NS - - 
652,221**
* NS 
2082,949**
* - - 
tunnistamattomat bakteerit NS NS NS 13,705* 4,980 NS NS NS NS 42,959** NS 19,929* NS NS 
464,917**
* NS 
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Taulukko L11. Bakteerien Beijerinckiaceae-heimon sekvenssien prosenttipisterunsaudet (percentile abundances) 
näyteryhmittäin. Koe = koealue eli pajukosteikko, Ref = kontrollialue ja Torangi = Torangin maatiainen. 
Kontrollialueella Karin ja Torangin maatiainen -näytteitä oli vain yksi molempia ja Klara -näytteitä kolme 
kappaletta. 
Ryhmä/prosenttipiste 0 25 50 75 100 Ryhmä/prosenttipiste 0 25 50 75 100 
Koe-Gudrun 1 1 1 1 40 Ref-Gudrun 67 89 494 1850 2664 
Koe-Karin 1 1 1 1 50 Ref-Karin 252 252 252 252 252 
Koe-Klara 1 1 1 1 12 Ref-Klara 160 280,5 401 983 1565 
Koe-Torangi 1 1 1 1 7 Ref-Torangi 637 637 637 637 637 
 
Taulukko L12. Bakteeriyhteisöjen biosynteesireitit SSGCID (Seattle Structural Genomics Center for Infectious 
Disease) mukaan (Children´s Research Institute 2019) ja biosynteesireittien lineaaristen mallien (lm) ANOVA-
merkitsevyystestien F-arvot ja p-arvojen merkitsevyysvälit. Lyhenteet: % = taksonin prosentuaalinen osuus koko 
datasta, L = lajike, K = käsittely, B = biomassa, x = muuttujien yhdysvaikutus lm-mallissa. p-arvojen 
merkitsevyysvälit: ( ) p < 0,1; (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001; (NS) – ei merkitsevä. 
PICRUSt2-lyhenne % L K B BIOSYNTEESIREITTI 
ANAGLYCOLYSIS.PWY 0,5 NS NS NS glycolysis III (from glucose) 
ARGSYNBSUB.PWY 0,6 NS NS NS L-arginine biosynthesis II (acetyl cycle) 
CALVIN.PWY 0,6 NS NS NS Calvin-Benson-Bassham cycle 
FAO.PWY 0,8 NS NS NS fatty acid beta-oxidation I 
GLUTORN.PWY 0,5 NS NS NS L-ornithine biosynthesis I 
GLYCOLYSIS 0,5 3,087 NS NS glycolysis I (from glucose 6-phosphate) 
HSERMETANA.PWY 0,6 NS NS NS L-methionine biosynthesis III 
NONOXIPENT.PWY 0,7 NS NS NS pentose phosphate pathway (non-oxidative branch) 
PEPTIDOGLYCANSYN.PWY 0,5 2,486 NS NS 
peptidoglycan biosynthesis I (meso-diaminopimelate 
containing) 
POLYISOPRENSYN.PWY 0,5 NS NS NS polyisoprenoid biosynthesis (E. coli) 
PWY.2942 0,6 NS NS NS L-lysine biosynthesis III 
PWY.3781 1,6 3,065 NS NS 
aerobic respiration I (cytochrome c) [Suom. aerobinen 
hengitys I (sytokromi c)] 
PWY.5097 0,6 NS NS NS L-lysine biosynthesis VI 
PWY.5345 0,5 NS 4,412 NS 
superpathway of L-methionine biosynthesis (by 
sulfhydrylation) 
PWY.5659 0,6 NS NS NS GDP-mannose biosynthesis 
PWY.6385 0,5 NS NS NS peptidoglycan biosynthesis III (mycobacteria) 
PWY.6386 0,5 NS NS NS 
UDP-N-acetylmuramoyl-pentapeptide biosynthesis II (lysine-
containing) 
PWY.6387 0,5 NS NS NS 
UDP-N-acetylmuramoyl-pentapeptide biosynthesis I (meso-
diaminopimelate containing) 
PWY.7094 0,8 NS NS NS fatty acid salvage 
PWY.7208 0,6 3,943* NS NS 
superpathway of pyrimidine nucleobases salvage [Suom. 
pyrimidiini-nukleobaasien talteenoton superpathway] 
PWY.7221 0,6 3,913* NS NS 
guanosine ribonucleotides de novo biosynthesis [Suom. 
guanosiini-ribonukleotidien de novo biosynteesi] 
PWY.7228 0,6 3,082 NS NS 
superpathway of guanosine nucleotides de novo 
biosynthesis I 
SO4ASSIM.PWY 0,5 NS 3,863 NS assimilatory sulfate reduction I 
SULFATE.CYS.PWY 0,6 NS NS NS 
superpathway of sulfate assimilation and cysteine 
biosynthesis 
THRESYN.PWY 0,6 NS NS NS L-threonine biosynthesis 
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Taulukko L13. Sienitaksonien lineaaristen mallien (lm) ANOVA-merkitsevyystestien F-arvot ja p-arvojen merkitsevyysvälit. Lyhenteet: % = taksonin prosentuaalinen osuus 
koko datasta, L = lajike, K = käsittely, B = biomassa, x = muuttujien yhdysvaikutus lm-mallissa. p-arvojen merkitsevyysvälit: ( ) p < 0,1; (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 
0,001; (NS) – ei merkitsevä. 
SIENI TAKSONI % L K B L x K L x B K x B L x K x B 
kotelosienet (pääjakso) 43,7 NS NS NS NS NS NS NS 
  Dothideomycetes (luokka) 2,2 3,766* NS NS NS NS NS NS 
    Pleosporales (lahko) 2,1 4,010* NS NS NS NS NS NS 
      Lindgomycetaceae (heimo) 1,1 3,990* NS NS NS NS NS NS 
        Clohesyomyces (suku) 1,1 3,990* NS NS NS NS NS NS 
  Leotiomycetes (luokka) 15,2 NS NS NS NS NS NS NS 
    Helotiales (lahko) 14,9 NS NS NS NS NS NS NS 
      Leotiaceae (heimo) 2,0 23,655*** 23,211*** 6,991*   3,392 22,631*** 4,118 3,463 
        Neobulgaria (suku) 1,0 5,911* 4,827 NS NS 2,784 NS NS 
      Vibrisseaceae (heimo) 3,1 NS 6,794* NS NS NS 6,247* NS 
        Phialocephala (suku) 2,9 NS 7,421* NS NS NS 6,910* NS 
  Pezizomycetes (luokka) 23,7 NS NS NS NS NS NS NS 
    Pezizales (lahko) 23,7 NS NS NS NS NS NS NS 
      Pezizaceae (heimo) 16,4 NS NS 3,755 NS NS 3,953 NS 
        Peziza (suku) 16,4 NS NS 3,755 NS NS 3,953 NS 
  Sordariomycetes (luokka) 2,3 16,290*** 5,067*   NS 22,721*** 4,049*   NS 106,044*** 
kantasienet (pääjakso) 45,0 NS NS NS NS NS NS NS 
Glomeromycota (pääjakso) 0,0 NS NS NS NS NS NS NS 
Mortierellomycota (pääjakso) 0,2 NS NS NS NS NS NS 4,150 
tunnistamattomat sienet 11,1 NS 3,654 NS NS NS NS NS 
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Taulukko L14. Käsittely- ja pajulajikekohtaiset lineaaristen mallien (lm) ANOVA-merkitsevyystestien F-arvot ja p-arvojen merkitsevyysvälit niille sienitaksoneille, joilla 
havaittiin yhdysvaikutuksia taulukossa L13 esitetyissä merkitsevyystestauksissa. Karin-lajikkeelle ei saatu tuloksia vähäisen näytemäärän vuoksi (ei kontrollinäytteitä) ja 
Torangin maatiaislajikkeelle ei voitu laskea KxB yhdysvaikutusta, koska kontrollialueelta oli vain yksi näyte. Taksonomisen selkeyden vuoksi lisätty yläryhmät (”:”). Lyhenteet: 
L = lajike, K = käsittely, B = biomassa, x = muuttujien yhdysvaikutus lm-mallissa. p-arvojen merkitsevyysvälit: ( ) p < 0,1; (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001; (NS) 
– ei merkitsevä. 
  Koe Kontrolli Gudrun Klara Torangi 
SIENI TAKSONI L B L x B L B L x B K B K x B K B K x B K B 
kotelosienet/Leotiomycetes: 
Leotiaceae 39,557*** 12,359**  31,082*** NS NS NS NS NS NS 126,216** NS 35,945*  553,292*** NS 
Neobulgaria 12,490** NS 5,057*  NS NS NS NS NS NS 145,088** NS NS 500,717*** NS 
Vibrisseaceae NS NS NS NS NS NS NS NS NS 17,061 NS 9,935 NS NS 
Phialocephala NS NS NS NS NS NS NS NS NS 10,109 NS NS 11,419* NS 
Pezizomycetes: 
Pezizaceae NS 4,358 NS NS NS NS NS 6,857* 8,953* NS 8,994 NS NS NS 
Peziza NS 4,358 NS NS NS NS NS 6,857* 8,953* NS 8,994 NS NS NS 
Sordariomycetes NS NS 3,796 81,646*  NS 189,856** NS NS NS 90,788*  15,564 205,995** NS NS 
Mortierellomycota NS NS NS NS NS NS NS NS NS 71,326*  NS 121,210** NS NS 
 
Taulukko L5. Sienien toiminnallisille ryhmille rakennettujen lineaaristen mallien (lm) ANOVA-merkitsevyystestien F-arvot ja p-arvojen merkitsevyysvälit. Lyhenteet: % = 
taksonin prosentuaalinen osuus koko datasta, L = lajike, K = käsittely, B = biomassa, x = muuttujien yhdysvaikutus lm-mallissa. p-arvojen merkitsevyysvälit: ( ) p < 0,1; (*) p 
< 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001; (NS) – ei merkitsevä. 
TOIMINNALLISET RYHMÄT % L K B L x K L x B K x B L x K x B 
Pintasienijuuri (Ektomykorritsa) 48,3 NS NS NS NS NS NS NS 
   Pintasienijuuri kotelosienet 23,8 NS NS NS NS NS NS NS 
   Pintasienijuuri kantasienet 24,5 NS NS NS NS NS NS NS 
Kanervasienijuuri (Erikoidimykorritsa) kotelosienet 1,8 NS NS NS NS NS NS NS 
Kämmekkäsienijuuri (Orkideamykorritsa) kantasienet 17,7 NS NS NS NS NS NS NS 
muut symbiotrofit 7,0 NS NS NS NS NS NS NS 
   muut symbiotrofit kotelosienet 6,7 NS NS NS NS NS NS NS 
   muut symbiotrofit kantasienet 0,1 NS NS NS 3,490 NS NS 8,086* 
   muut symbiotrofit Glomeromycota 0,0 NS NS NS NS NS NS NS 
   muut symbiotrofit Mortierellomycota 0,2 NS NS NS NS NS NS 4,150 
 
82 
 
Jäkälöityneet sienet 0,8 NS NS NS NS NS NS NS 
   Jäkälöityneet kotelosienet 0,2 NS NS NS 5,225*   5,225*   NS 9,627*   
   Jäkälöityneet kantasienet 0,7 NS NS NS NS NS NS NS 
Lahottaja (Saprotrofi) 5,1 6,718**  20,521*** NS 8,033**  NS NS 13,040**  
   Lahottaja kotelosienet 4,7 6,013*  18,950** NS 8,636** NS NS 15,614** 
   Lahottaja kantasienet 0,4 NS NS NS NS 4,966* NS NS 
Taudinaiheuttaja (Patotrofi) 0,9 NS NS NS NS NS NS NS 
   Taudinaiheuttaja kotelosienet 0,9 NS NS NS NS NS NS NS 
   Taudinaiheuttaja kantasienet 0,0 NS NS NS NS NS NS NS 
Määrittelemätön funktio 18,4 NS 3,721 NS NS NS NS NS 
   määrittelemättömät kotelosienet 5,7 NS NS NS NS NS NS NS 
   määrittelemättömät kantasienet 1,6 NS NS NS NS NS NS NS 
   määrittelemättömät tuntemattomat sienet 11,1 NS 3,654 NS NS NS NS NS 
 
Taulukko L16. Käsittely- ja pajulajikekohtaiset lineaaristen mallien (lm) ANOVA-merkitsevyystestien F-arvot ja p-arvojen merkitsevyysvälit niille sienien toiminnallisille 
ryhmille, joilla havaittiin yhdysvaikutuksia taulukossa L15 esitetyissä merkitsevyystestauksissa. Karin-lajikkeelle ei saatu tuloksia vähäisen näytemäärän vuoksi (ei 
kontrollinäytteitä) ja Torangin maatiaislajikkeelle ei voitu laskea KxB yhdysvaikutusta, koska kontrollialueelta oli vain yksi näyte. Lyhenteet: L = lajike, K = käsittely, B = 
biomassa, x = muuttujien yhdysvaikutus lm-mallissa. p-arvojen merkitsevyysvälit: ( ) p < 0,1; (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001; (NS) – ei merkitsevä; (-) – lajikkeella 
ei havaittu toiminnallisen ryhmän sienilajeja ollenkaan. Punaisella maalattujen arvojen toiminnallista sieniryhmää havaittiin Klara-lajikkeella vain kontrollialueella. 
 Koe Kontrolli Gudrun Klara Torangi 
TOIMINNALLISET RYHMÄT L B L x B L B L x B K B 
K x 
B K B K x B K B 
muut symbiotrofit 
  muut symbiotrofit kantasienet NS 
N
S NS 
2,3e+30**
* 
3,1e+28**
* 
6,3e+30**
* 
N
S 
N
S NS 8,8e+30*** 
8,1e+26**
* 
1,3e+31**
* - - 
  muut symbiotrofit 
Mortierellomycota NS 
N
S NS NS NS NS 
N
S 
N
S NS 71,326* NS 
121,210*
* NS NS 
Jäkälöityneet sienet 
  Jäkälöityneet kotelosienet NS 
N
S 
11,865*
* 16,976 NS 59,585* 
N
S 
N
S NS 1,4e+31*** 
1,3e+27**
* 
2,2e+31**
* NS 
18,447
* 
Lahottaja (Saprotrofi) 
11,019*
* 
N
S NS NS NS NS 
N
S 
N
S NS 933,805** 11,924 
375,633*
* NS NS 
  Lahottaja kotelosienet 7,409** 
N
S NS NS NS NS 
N
S 
N
S NS 
1129,60**
* 15,24 556,08** NS NS 
  Lahottaja kantasienet NS 
N
S 4,180* 16,914 NS NS 
N
S 
N
S NS NS NS 14,1625 
765,17**
* NS 
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Taulukko L17. Sienien Melanommataceae-heimon sekvenssien prosenttipisterunsaudet ryhmittäin. Koe = 
koealue, Ref = kontrollialue ja Torangi = Torangin maatiainen. 
Ryhmä/prosenttipiste 0 25 50 75 100 Ryhmä/prosenttipiste 0 25 50 75 100 
Koe-Gudrun 1 1 1 1 1 Ref-Gudrun 1 1 1 1 1 
Koe-Karin 1 1 1 1 1 Ref-Karin 158 158 158 158 158 
Koe-Klara 1 1 1 1 1 Ref-Klara 1 1 1 1 1 
Koe-Torangi 1 1 1 1 1 Ref-Torangi 1 1 1 1 1 
 
QIIME2-scriptit 
Käytetyt QIIME2-versiot: 2019.1 ja 2019.4 
Datan siistiminen (alle 100 bp pituisten sekvenssien poisto) ja importtaaminen 
cutadapt -m 100 -o /over100bp_HUJAreads.fastq /R_2018_07_03_05_10_14_user_SN1-56-yht2018_318.2018-07-
03T02:10:14Z.318C/R_2018_07_03_05_10_14_user_SN1-56-yht2018_318.2018-07-03T02:10:14Z.318C.fastqgzip 
/over100bp_HUJAreads.fastq 
qiime tools import --type MultiplexedSingleEndBarcodeInSequence --input-path /over100bp_HUJAreads.fastq.gz --output-path 
/over100bp_HUJAreads.qza 
1. Bakteerit 
Demultipleksaus ja primereiden poisto 
qiime cutadapt demux-single --i-seqs /over100bp_HUJAreads.qza --m-barcodes-file /Huja_metadata.txt --m-barcodes-column 
16SBarcodeSequence --output-dir /demuxed --verbose 
qiime cutadapt trim-single --i-demultiplexed-sequences /16S-demuxed/per_sample_sequences.qza --p-cores 2 --p-adapter 
CCGTCAATTCCTTTRAGTTT$ --p-front ^ACAGCMGCCGCGGTAATWC --p-times 1 --p-overlap 12 --o-trimmed-sequences /16S-
demuxed/trimmed_sequences_per_sample.qza 
Laatukontrolli (quality control) DADA2:lla 
qiime dada2 denoise-single --p-trunc-len 220 --p-n-threads 0 --output-dir /16S-denoised --i-demultiplexed-seqs /16S-
demuxed/trimmed_sequences_per_sample.qza 
Training SILVA based classifier 
qiime tools import --type 'FeatureData[Sequence]' --input-path 
/SILVA_132_QIIME_release/rep_set/rep_set_16S_only/99/silva_132_99_16S.fna --output-path 
/SILVA_132_QIIME_release/silva_132_99_16S.qza 
  --type 'FeatureData[Taxonomy]' --input-format HeaderlessTSVTaxonomyFormat --input-path 
/SILVA_132_QIIME_release/taxonomy/16S_only/99/taxonomy_7_levels.txt --output-path 
/SILVA_132_QIIME_release/taxonomy_7_levels.txt.qza 
qiime feature-classifier extract-reads --i-sequences /SILVA_132_QIIME_release/silva_132_99_16S.qza --p-f-primer 
ACAGCMGCCGCGGTAATWC --p-r-primer CCGTCAATTCCTTTRAGTTT --o-reads 
/SILVA_132_QIIME_release/silva_132_99_16S_extracted_ref-seqs.qza 
qiime feature-classifier fit-classifier-naive-bayes --i-reference-reads /SILVA_132_QIIME_release/silva_132_99_16S_extracted_ref-
seqs.qza --i-reference-taxonomy /SILVA_132_QIIME_release/taxonomy_7_levels.txt.qza --o-classifier /SILVA_132_QIIME_release/519F-
926R_classifier.qza 
Taksonomian määrittäminen 
qiime feature-classifier classify-sklearn --i-classifier /SILVA_132_QIIME_release/Silva_519F-926R_classifier.qza --i-reads /16S-
denoised/representative_sequences.qza --o-classification /16S-denoised/16S-taxonomy.qza 
Datan filteröinti (mitokondrioiden ja kloroplastien poisto table- ja rep-set-tiedostoista) 
qiime taxa filter-table --i-table /16S-denoised/table.qza --i-taxonomy /16S-denoised/16S-taxonomy.qza --p-exclude 
mitochondria,chloroplast --o-filtered-table /16S-denoised/table-no-mitochondria-chloroplast.qza 
qiime taxa filter-seqs --i-sequences /16S-denoised/representative_sequences.qza --i-taxonomy /16S-denoised/16S-taxonomy.qza --p-
exclude mitochondria,chloroplast --o-filtered-sequences /16S-denoised/representative_sequences-no-mitochondria-chloroplast.qza 
ANCOM-analyysi 
qiime taxa collapse --i-table /16S-denoised/table-no-mitochondria-chloroplast.qza --i-taxonomy /16S-denoised/16S-taxonomy.qza --p-
level 6 --o-collapsed-table /16S-denoised/table-no-mitochondria-chloroplast-l6.qza 
qiime composition add-pseudocount --i-table /16S-denoised/table-no-mitochondria-chloroplast-l6.qza --o-composition-table /16S-
denoised/comp-table-no-mitochondria-chloroplast-l6.qza 
qiime composition ancom --i-table /16S-denoised/comp-table-no-mitochondria-chloroplast-l6.qza --m-metadata-file /Huja_metadata.txt -
-m-metadata-column Kasittely-Lajike --o-visualization /16S-denoised/l6-ancom-Kasittely-Lajike.qzv 
GNEISS-analyysi 
qiime feature-table filter-features --i-table /16S-denoised/table-no-mitochondria-chloroplast.qza --p-min-samples 2 --o-filtered-table 
/16S-denoised/sample-contingency-filtered-table.qza 
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qiime gneiss correlation-clustering --i-table /16S-denoised/sample-contingency-filtered-table.qza --o-clustering /16S-
denoised/hierarchy.qza 
qiime gneiss ilr-hierarchical --i-table /16S-denoised/sample-contingency-filtered-table.qza --i-tree /16S-denoised/hierarchy.qza --o-
balances /16S-denoised/balances.qza 
qiime gneiss ols-regression --p-formula "Lajike+Kasittely" --i-table /16S-denoised/balances.qza --i-tree /16S-denoised/hierarchy.qza --m-
metadata-file /Huja_metadata.txt --o-visualization /16S-denoised/regression_summary.qzv 
qiime gneiss dendrogram-heatmap --i-table /16S-denoised/sample-contingency-filtered-table.qza --i-tree /16S-denoised/hierarchy.qza --
m-metadata-file /Huja_metadata.txt --m-metadata-column Kasittely-Lajike --p-color-map seismic --o-visualization /16S-
denoised/heatmap.qzv 
qiime gneiss balance-taxonomy --i-table /16S-denoised/sample-contingency-filtered-table.qza --i-tree /16S-denoised/hierarchy.qza --i-
taxonomy /16S-denoised/16S-taxonomy.qza --p-taxa-level 2 --p-balance-name 'y0' --m-metadata-file /Huja_metadata.txt --m-metadata-
column Kasittely-Lajike --o-visualization /16S-denoised/y0_taxa_summary.qzv 
PiCRUST2-analyysi 
qiime picrust2 full-pipeline --i-table /16S-denoised/table-no-mitochondria-chloroplast.qza --i-seq /16S-
denoised/representative_sequences-no-mitochondria-chloroplast.qza --output-dir /16S-denoised/q2-picrust2_output --p-threads 4 --
verbose 
2. Sienet 
Demultipleksaus ja primereiden poisto 
qiime cutadapt demux-single --i-seqs /over100bp_HUJAreads.qza --m-barcodes-file /Huja_metadata.txt --m-barcodes-column 
ITS2BarcodeSequence --output-dir /ITS2-demuxed --verbose 
qiime cutadapt trim-single --i-demultiplexed-sequences /ITS2-demuxed/per_sample_sequences.qza --p-cores 2 --p-adapter 
GTGARTCATCGAATCTTTG$ --p-front ^TCCTCCGCTTATTGATATGC --p-times 1 --p-overlap 12 --o-trimmed-sequences /ITS2-
demuxed/trimmed_sequences_per_sample.qza 
Laatukontrolli (quality filtering) DADA2:lla 
qiime dada2 denoise-single --p-trunc-len 0 --p-n-threads 0 --output-dir /ITS2-denoised --i-demultiplexed-seqs /ITS2-
demuxed/trimmed_sequences_per_sample.qza 
Datan filteröinti (alle 100 bp pituiset sekvenssit table- ja rep-set-tiedostosta FeatureID:n 
perusteella, sekä näytteet, joissa alle 1000 sekvenssiä table-tiedostosta SampleID:n perusteella) 
qiime feature-table filter-features --i-table /ITS2-denoised/table.qza --m-metadata-file /FeatureID-exclude.txt --p-exclude-ids --o-filtered-
table /ITS2-denoised/features-filtered-table.qza 
qiime feature-table filter-seqs --i-data /ITS2-denoised/representative_sequences.qza --m-metadata-file /FeatureID-exclude.txt --p-
exclude-ids --o-filtered-data /ITS2-denoised/filtered_representative_sequences.qza 
qiime feature-table filter-samples --i-table /ITS2-denoised/features-filtered-table.qza --m-metadata-file /SampleID-excluded.txt --p-
exclude-ids --o-filtered-table /ITS2-denoised/features-samples-filtered-table.qza 
Training UNITE based classifier 
qiime tools import --type 'FeatureData[Sequence]' --input-path /sh_refs_qiime_ver8_dynamic_s_02.02.2019.fasta --output-path 
/UNITE_ver8_dynamic_02022019/sh_refs_qiime_ver8_dynamic_s_02022019.qza 
  --type 'FeatureData[Taxonomy]' --input-format HeaderlessTSVTaxonomyFormat --input-path 
/sh_taxonomy_qiime_ver8_dynamic_s_02.02.2019.txt --output-path 
/UNITE_ver8_dynamic_02022019/sh_taxonomy_qiime_ver8_dynamic_s_02022019.qza 
qiime feature-classifier fit-classifier-naive-bayes --i-reference-reads 
/UNITE_ver8_dynamic_02022019/sh_refs_qiime_ver8_dynamic_s_02022019.qza --i-reference-taxonomy 
/UNITE_ver8_dynamic_02022019/sh_taxonomy_qiime_ver8_dynamic_s_02022019.qza --o-classifier 
/UNITE_ver8_dynamic_02022019/UNITE-classifier.qza 
Taksonomian määrittäminen 
qiime feature-classifier classify-sklearn --i-classifier /UNITE_ver8_dynamic_02022019/UNITE-classifier.qza --i-reads /ITS2-
denoised/filtered_representative_sequences.qza --o-classification /ITS2-denoised/ITS2-taxonomy.qza 
GNEISS-analyysi 
qiime feature-table filter-features --i-table /ITS2-denoised/features-samples-filtered-table.qza --p-min-samples 2 --o-filtered-table /ITS2-
denoised/sample-contingency-filtered-table.qza 
qiime gneiss correlation-clustering --i-table /ITS2-denoised/sample-contingency-filtered-table.qza --o-clustering /ITS2-
denoised/hierarchy.qza 
qiime gneiss ilr-hierarchical --i-table /ITS2-denoised/sample-contingency-filtered-table.qza --i-tree /ITS2-denoised/hierarchy.qza --o-
balances /ITS2-denoised/balances.qza 
qiime gneiss ols-regression --p-formula "Lajike+Kasittely" --i-table /ITS2-denoised/balances.qza --i-tree /ITS2-denoised/hierarchy.qza --m-
metadata-file /Huja_metadata.txt --o-visualization /ITS2-denoised/regression_summary.qzv 
qiime gneiss dendrogram-heatmap --i-table /ITS2-denoised/sample-contingency-filtered-table.qza --i-tree /ITS2-denoised/hierarchy.qza --
m-metadata-file /Huja_metadata.txt --m-metadata-column Kasittely-Lajike --p-color-map seismic --o-visualization /ITS2-
denoised/heatmap.qzv 
qiime gneiss balance-taxonomy --i-table /ITS2-denoised/sample-contingency-filtered-table.qza --i-tree /ITS2-denoised/hierarchy.qza --i-
taxonomy /ITS2-denoised/ITS2-taxonomy.qza --p-taxa-level 2 --p-balance-name 'y9' --m-metadata-file /Huja_metadata.txt --m-metadata-
column Kasittely-Lajike --o-visualization /ITS2-denoised/y9_taxa_summary.qzv 
ANCOM-analyysi 
qiime taxa collapse --i-table /ITS2-denoised/features-samples-filtered-table.qza --i-taxonomy /ITS2-denoised/ITS2-taxonomy.qza --p-level 
6 --o-collapsed-table /ITS2-denoised/features-samples-filtered-table-l6.qza 
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qiime composition add-pseudocount --i-table /ITS2-denoised/features-samples-filtered-table-l6.qza --o-composition-table /ITS2-
denoised/comp-features-samples-filtered-table-l6.qza 
qiime composition ancom --i-table /ITS2-denoised/comp-features-samples-filtered-table-l6.qza --m-metadata-file /Huja_metadata.txt --
m-metadata-column Kasittely-Lajike --o-visualization /ITS2-denoised/l6-ancom-Kasittely-Lajike.qzv 
 
